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RESUMO

Muitas pesquisas tém sido realizadas na busca de terapias alternativas
para a obesidade, a qual caracteriza-se por estado inflamatorio que interfere em
varios processos metabdlicos, modificando perfil lipidico e glicémico, podendo
causar dislipidemias e resisténcia a insulina. Os alimentos com alegacdo de
propriedades funcionais se destacam nesse contexto, a exemplo de iogurtes
probidticos e raiz tuberosa de yacon (Smallanthus sonchinfolius). O presente
trabalho objetivou avaliar os efeitos do consumo de dietas contendo iogurtes
probidticos com Lactobacillus acidophilus e/ou Bifidobacterium animalis e
farinha de yacon. Os iogurtes foram avaliados quanto & composicao centesimal e
viabilidade de microrganismos probidticos e a farinha de yacon em relagdo a
composi¢do centesimal e atividade antioxidante. No ensaio in vivo, foram
utilizados 48 camundongos, dos quais 42 foram submetidos ao consumo de dieta
indutora de obesidade por 56 dias. Posteriormente, houve tratamento por 30 dias
com diferentes dietas para os grupos experimentais, a citar: CT- controle néo-
obeso: dieta padrdo (AIN93-M); HF- controle obeso- dieta AIN93-M com
adicdo de gordura suina; L: dieta AIN93-M com adi¢do de gordura suina e
iogurte probidtico com L. acidophilus; B: dieta AIN93-M com adi¢@o de gordura
suina e iogurte probidtico com B. animalis; L+B: dieta AIN93-M com adigdo de
gordura suina e iogurte probidtico com L. acidophilus e B. animalis; L+Y: dieta
AIN93-M com adigdo de gordura suina acrescida de farinha de yacon e iogurte
probidtico com L. acidophilus; B+Y: dieta AIN93-M com adig¢do de gordura
suina acrescida farinha de yacon e iogurte probidtico com B. animalis e;
L+B+Y: dieta AIN93-M com adigdo de gordura suina acrescida de farinha de
yacon e iogurte probidtico com L. acidophilus e B. animalis. Os niveis de
colesterol e triacilglicerdis plasmaticos bem como glicemia de jejum foram
aferidos antes e apos os tratamentos. Ao final dos tratamentos, foram coletadas
amostras de tecidos adiposo periepididimario e hepatico, sendo este ultimo
utilizado para analise por Western blotting dos niveis de proteinas inflamatorias
e da via de sinalizag¢@o de insulina. A farinha de yacon apresentou alto contetido
de frutanos (46%) e expressivo potencial antioxidante. Os iogurtes probiodticos
apresentaram semelhante composicdo centesimal e mantiveram a viabilidade dos
microrganismos probiéticos em 10° UFC. mL" de iogurte por 14 dias. O
consumo médio diario do grupo CT foi superior ao HF (p-valor=107) ¢ o grupo
L+B+Y apresentou reducdo de peso comparado ao grupo HF (p-valor= 0,03) na
média dos tempos. As dietas simbiodticas foram mais eficazes que as dietas
contendo somente iogurtes probioticos para controle dos niveis de
triacilglicerdis, colesterol plasmatico e glicemia de jejum bem como para
prevenir o acimulo de tecido gorduroso. Os niveis de interleucina IL-18 foram
reduzidos (p<0,05) em todos os grupos de animais tratados com os iogurtes



probidticos e/ou farinha de yacon em relacdo ao grupo HF. Os grupos L+B e
L+B+Y apresentaram aumento (p<0,05) do receptor de insulina fosforilado (P-
IR) ¢ do substrato 1 de receptor de insulina fosforilado (P-IRS1) em
comparagdo ao grupo HF. O tratamento com associagdo de L. acidophilus, B.
animalis e farinha de yacon foi mais eficiente para controle das desordens
metabodlicas associadas a obesidade, utilizando-se doses aplicaveis para
humanos.

Palavras-chave:  Prebidtico.  Microrganismos  probidticos.  Inflamag@o.
Resisténcia a insulina. Dislipidemias.



ABSTRACT

Much research has been conducted in the search for therapies alternative
for obesity, which is characterized by an inflammatory state which interferes in
several metabolic processes, modifying both the lipid and glycemic profile, its
being able to cause dyslipidemias and insulin resistance. The foods with a claim
of functional properties stand out in that context, in the same way as probiotic
yogurts and the tuberous root of yacon (Smallanthus sonchinfolius). The present
work intended to evaluate the effects of the consumption of diets containing
probiotic yogurts with Lactobacillus acidophilus and/or Bifidobacterium
animalis and the yacon flour. The yogurts were evaluated as to the centesimal
activity and viability of probiotic microorganisms and the yacon flour in relation
to the centesimal composition and antioxidant activity. In the in situ assay, 48
mice were utilized, of which 42 were submitted to the obesity-inducing diet for
56 days. Afterwards, there was a treatment for 30 days with different diets for
the experimental groups, namely: CT- non-obese control- standard diet (AIN93-
M); HF- obese control - diet AIN93-M with the addition of swine fat (high-fat)
andprobiotic yogurt with L. acidophilus and B. animalis; L+Y: diet AIN93-M
with addition of swine fat added of yacon flour and probiotic flour with L.
acidophilus; B+Y: diet AIN93-M with addition of swine fat added of yacon
flour and probiotic flour with B. animalis and L+B+Y: diet AIN93-M with
addition of swine fat added of yacon flour and and probioitc yogurt with L.
acidophilus and B. animalis; L: high fat diet AIN93-M and probiotic yogurt with
L. acidophilus; B: high-fat diet AIN93-M and probiotic yogurt with B. animalis.
The levels of plasma cholesterol and triacylglycerol as well as fasting glycemia
were measured before and after the treatments. At the end of the treatments,
samples of periepididymal adipose and hepatic tissue were collected, this latter
being utilized for Western blotting analysis of the levels of inflammatory
proteins and of the insulin signaling pathway. The yacon flour presented a high
fructan content (46%) and expressive antioxidant potential. The probiotic
yogurts presented similar centesimal composition and maintained the viability of
the probiotic microorganisms at 10° UFC. mL™" of yogurt for 14 days. The daily
average consumption of the group CT was higher than the HF (p-value=10~)
and the group L+B+Y presented reduction of weight compared with eh group
HF (p-value= 0.03) in the mean of the times. The symbiotic diets were more
effective than the diets containing only probiotic yogurts for the control of the
levels of triacilglicerdis, plasma colesterol and fasting glicemia as well as to
prevent the accumulation of adipose tissue. The levels of interleukin IL-16 were
reduced (p<0.05) in all the groups of animals treated by the probiotic yogurts
and/or yacon flour in relation to the group HF. The groups L+B and L+B+Y
presented increase (p<0.05) of the phosphorylated insulin receptor (P-IR) and of
substrate 1 of phosphorylated insulin receptor (P-IRS1) as compared with the



group HF. The treatment with association of L. acidophilus, B. animalis and
yacon flour was most efficient for the control of the metabolic disorders
associated with obesity utilizing doses applicable for humans.

Keywords: Prebiotic. Probiotic microorganisms. Inflammation. Insulin
resistance. Dyslipidemias.
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1 INTRODUCAO

O aumento alarmante nos casos de obesidade em todo o mundo tem
gerado grande preocupacdo e estimulado a comunidade cientifica a realizar
pesquisas focadas na busca de alternativas para auxiliar na prevencio e/ou no
tratamento dessa condi¢do patologica.

A dieta rica em gorduras e aglcares, associada ao sedentarismo, esta
entre os mais importantes fatores para o desenvolvimento de obesidade. Sabe-se
que a ingestdo excessiva de gordura, principalmente saturada, pode levar a
diminuicdo da permeabilidade da mucosa intestinal, permitindo que
lipopolissacarideo (LPS), proveniente da parede celular de bactérias gram-
negativas, atinja a corrente sanguinea e, por sua vez, seja reconhecido pelo
sistema imunologico e desencadeie respostas inflamatorias no organismo
(BLAUT; BISCHOFF, 2010; DELZENNE; CANI, 2011).

E bem relatado, na literatura, que o actimulo de tecido adiposo leva a
produgdo de citocinas pro-inflamatérias que causam inflamacdo de baixo grau e
este quadro pode interferir em varias rotas metabdlicas do organismo, tais como
a via de sinalizacdo de insulina, alterando a homeostase glicémica, que pode
culminar com a instalacdo de diabetes mellitus tipo 2, bem como a alteragdo no
perfil lipidico que pode resultar em dislipidemias (CONROY; DAVIDSON;
WARNOCK, 2011; SHOELSON; HERRERO; NAAZ, 2007).

Ademais, acredita-se que uma dieta rica em gorduras pode levar a
redugdo de microrganismos do tipo Bacteroidetes e aumento de Firmicutes e
Proteobacteria, cuja alteragdo levaria ao aumento de LPS no intestino.

Portanto, a possibilidade de utilizacdo de prebidticos e/ou probidticos na
alimentag@o surge como forma de auxiliar na prevencgdo e/ou no tratamento de

tais condigoes.
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Os prebidticos constituem-se de fibra solavel fermentavel por
microrganismos da microbiota intestinal, a qual permite alteragdes benéficas
locais e sistémicas, que incluem o metabolismo lipidico, glicidico e possivel
regressao do estado inflamatorio.

Neste contexto, o yacon (Smallanthus sonchifolius) ¢ uma raiz tuberosa
com alto conteido de frutanos, principalmente frutoligossacarideos com
caracteristica prebidtica estabelecida, além de serem preferencialmente
fermentados por bifidobactérias (PEDRESCHI et al., 2003; VALENTOVA et
al., 2000).

Por outro lado, os probidticos sdo também uma interessante alternativa
de consumo, principalmente veiculados por leites fermentados, para melhoria no
equilibrio da microbiota intestinal e, consequentemente, menor producao de LPS
e fortalecimento da fun¢do de barreira da mucosa intestinal, bem como outras
alteragdes metabodlicas benéficas. Estes fatos levam, em ultima instancia, a
possibilidade de redu¢do do processo inflamatério e a alteragdes metabolicas
decorrentes do mesmo.

A associacdo de prebioticos e probidticos resulta em simbiose que
potencializa todos os efeitos supracitados e pode ser uma importante estratégia
dietética no controle do desenvolvimento ou, mesmo, uma forma terapéutica
para a obesidade.

Diante destes fatos, estudos t€m sido realizados para avaliar o efeito do
consumo de yacon e/ou probidticos sobre o controle de dislipidemias,

resisténcia a insulina e a inflamagao consequentes da obesidade.



20

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O trabalho foi realizado com o objetivo geral de estudar a influéncia do

consumo de dietas a base de farinha de yacon e/ou iogurtes probidticos sobre

parametros relacionados a obesidade de camundongos.

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

produzir e caracterizar a farinha da polpa de yacon pela composi¢ao
centesimal, conteido de frutanos (inulina e FOS) e potencial
antioxidante;

claborar iogurtes probidticos com inoculagdo de Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium animalis, separadamente e em
conjunto, bem como analisar a composi¢do centesimal e quantificar
os probidticos dos iogurtes em estudo;

avaliar o efeito de dietas a base de yacon (contendo prebidticos) e
/ou iogurtes probiodticos em camundongos que sofreram indugdo de
obesidade sobre o consumo alimentar e desenvolvimento ponderal;
verificar a interferéncia do consumo das diferentes dietas sobre a
glicemia de jejum e lipideos séricos (colesterol total e
triacilglicerdis) dos animais; quantificar o acumulo de tecido
adiposo periepididimario; identificar e quantificar algumas
proteinas sinalizadoras do processo inflamatorio ocasionado pela
obesidade; identificar e quantificar proteinas envolvidas na via de
sinalizagdo da insulina frente a resisténcia a insulina causada pela

obesidade.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Obesidade: aspectos gerais

A obesidade tem aumentado em niveis alarmantes em todo o mundo,
atingindo proporgdes epidémicas e vem sendo considerada a epidemia do século
XXI. Nesse contexto, pelo menos 2,8 milhdes de pessoas morrem a cada ano
devido ao excesso de peso ou obesidade (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2012). O mais recente levantamento realizado pelo
Ministério da Saude revela que o excesso de peso e a obesidade aumentaram nos
ultimos seis anos no Brasil. A propor¢@o de pessoas acima do peso no Brasil
avangou de 42,7%, em 2006, para 48,5%, em 2011. No mesmo periodo, o
percentual de obesos subiu de 11,4% para 15,8% (MINISTERIO DA SAUDE,
2012).

A obesidade ¢ uma doenga cronica e multifatorial que envolve aspectos
ambientais e genéticos e esta associada ao desenvolvimento de diversas
complicacdes cronicas, relacionadas as causas de morte mais comuns
(RODRIGUES et al., 2008). Conhecer estes mecanismos ¢ de grande relevancia
para o tratamento da obesidade e para a manutengdo e a preservagdo da
qualidade de vida.

Basicamente, o tipo de obesidade cuja ocorréncia ndo estd ligada a
doencas endocrinoldgicas tem forte relagdo com o desbalango alimentar
resultante do desequilibrio entre a ingestio e a necessidade didria de
macronutrientes para suprir o metabolismo de um individuo geneticamente
suscetivel (MARQUES-LOPES et al., 2004). Esse tipo especifico de obesidade,
chamado de sociogénica ou exogena, ¢ decorrente de fatores socioculturais,
como o proprio estilo de vida moderno que predispde ao menor gasto energético,

a habitos nutricionais inadequados e ao sedentarismo (GIULIANO;
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CARNEIRO, 2004). Entre os habitos alimentares inadequados pode-se citar o
excesso de consumo de alimentos com alto contetido energético, ou seja, dietas
ricas em gordura e alto teor de agicar (NAKAMURA; OMAYE, 2012).

Nas ultimas décadas, estudos foram realizados e relataram a ocorréncia
de transi¢do nutricional, uma vez que a desnutri¢do tem sido reduzida e os casos
de sobrepeso e obesidade sdo crescentes, devido a modificagdo nos padrdes
alimentares e ao aumento do sedentarismo por parte da populagdo.

Por tratar-se de uma pandemia, reconhecida como tal no inicio deste
século e com perspectivas nada alentadoras sobre programas objetivos e efetivos
voltados a sua contengdo, todas as investigacdes que se relacionam a obesidade
ganham relevancia (MILLER; ROSEMBLOOM; SILVERSTEIN, 2004).

A obesidade caracteriza-se como fator de risco para varias doencas
crénicas ndo transmissiveis (DCNTSs), a citar hipertensdo arterial, dislipidemias,
doencas cardiovasculares, diabetes mellitus e alguns tipos de cancer. Por esse
mesmo motivo, a obesidade e suas consequéncias aumentam o uso de servigos
de saude, sobrecarregando os sistemas de satide. No Brasil, os gastos do
Ministério da Satde com o Sistema Unico de Satde (SUS), em funcdo das
DCNTs, sdo estimados em R$ 7,5 bilhdes por ano (MALTA et al., 2006).

Além disso, casos de obesidade podem ter diagnodstico de sindrome
metabolica que se refere a uma agregacgdo de fatores de riscos cardiovasculares
representada por hipertensdo, obesidade abdominal, hipertriacilgliceridemia,
baixa concentracdo de lipoproteinas de alta densidade (HDL-c) e intolerancia a
glicose. O diagnoéstico de sindrome metabdlica ¢ estabelecido quando trés ou
mais dos elementos coexistem no mesmo sujeito (STABELINI NETO et al.,
2012).

A obesidade, a hipertensdo e o diabetes mellitus tipo 2 sdo propiciados
pelo perfil alimentar encontrado entre as familias brasileiras, em que ha uma

participacdo crescente de gorduras em geral, gorduras de origem animal e
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alimentos industrializados ricos em agucar e so6dio e a diminui¢do de cereais,
leguminosas, frutas, verduras e legumes (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2004).

E amplamente reconhecido que obesidade ¢ caracterizada por resposta
inflamatoria sist€émica cronica de baixo grau e acredita-se que isso esteja
envolvido no desenvolvimento de patologias relacionadas com a obesidade
(TRAYHURN; WOOD, 2004).

Nesse contexto surge a necessidade de pesquisa por alternativas
alimentares que venham contribuir tanto para a prevengdo como o tratamento da
obesidade, reduzindo o risco de ocorréncia de DCNTs.

Esse fato tem despertado o interesse da comunidade cientifica em
desenvolver estudos que comprovem a atuagdo de certos alimentos na redugdo
de riscos de doengas, os quais s3o denominados alimentos funcionais, pois, além
de exercerem suas fun¢des nutricionais basicas, produzem efeitos benéficos a
saude. Dentre os alimentos funcionais, existem aqueles que possuem
caracteristica probidtica e prebiotica, bem como simbidtica, quando ocorre a
associagdo de ambos.

Varias correlagdes tém sido feitas entre consumo de prebidticos e/ou
probidticos no controle da obesidade ou parametros ligados a obesidade como
indice de massa corporea, dislipidemias, resisténcia a insulina, entre outros
(DELZENNE; CANI, 2011; EVERARD et al., 2011; GENTA et al., 2009;
KEENAN et al., 2006; LUOTO et al., 2010; PARNELL; REIMER, 2010;
VERHOEF; MEYER; WESTERTERP, 2011). E de grande importancia,
portanto, que os fatores relacionados as suas causas sejam elucidados e que seu

tratamento seja conduzido de maneira adequada.
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3.2 Obesidade e processo inflamatério

Recentes pesquisas tém considerado que lipopolissacarideo (LPS), uma
endotoxina bacteriana presente no plasma, pode ser um biomarcador do estado
de obesidade ou utilizado para avaliar o impacto de terapias probidticas em
obesidade associada a microbiota intestinal (NAITO et al., 2011; PUSSINEN et
al., 2011).

O nivel sérico de LPS, um componente importante da parede celular de
bactérias gram-negativas, aumenta ligeiramente em casos de obesidade e
esteatose, criando uma endotoxemia metabolica, que ¢é suficiente para estimular
citocinas pro-inflamatorias e modificar o metabolismo de glicose e lipideos no
figado e/ou tecido adiposo (BLAUT; BISCHOFF, 2010; DELZENNE; CANI,
2011).

Todavia, sob condi¢des normais, a presenga de LPS no limen intestinal
ndo causa efeitos negativos. Mas, alguns fatores podem favorecer a transferéncia
de LPS para o sistema circulatorio (LAUGERETTE et al., 2011).

Acredita-se que uma dieta rica em gorduras, sendo fator causal de
obesidade, pode levar a redugdo de microrganismos do filo Bacteroidetes e
aumento de Firmicutes e Proteobacteria. Essa alteragdo na microbiota intestinal
também levaria ao aumento de LPS (proveniente da parede celular de bactérias
gram-negativas) que, associado ao aumento da permeabilidade da barreira
intestinal, devido & reduc@o na sintese de peptideo semelhante ao glucagon 2
(GLP-2), elevaria os niveis de LPS plasmatico, gerando a denominada
endotoxemia metabodlica (SHI et al., 2006; WOLF; LORENZ, 2012).

Por outro lado, o LPS proveniente das bactérias gram-negativas e
presentes no limen intestinal pode ser incorporado a micelas, absorvido e
agregado aos quilomicrons. Assim, o actimulo de quilomicrons no espago

intercelular, devido a uma dieta de alto teor de gordura, pode aumentar a pressao
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local e fazer com que ocorra afrouxamento dos complexos juncionais entre os
enterdcitos ou, mesmo, ruptura da membrana basal (SALIM; SODERHOLM,
2011; SHEN; SU; TURNER, 2009). Apos a absor¢do de gordura, o epitélio
intestinal torna-se temporariamente ferido e € reparado, aproximadamente, 50
minutos mais tarde (KVIETYS et al., 1991). Porém, apds a lesdo, a barreira
intestinal pode ficar comprometida, aumentando a permeabilidade intestinal a
moléculas de peso molecular mais elevado, tais como LPS, especialmente
através do espaco paracelular (MOREIRA et al., 2012).

Também ¢ relatado na literatura que as dietas ricas em produtos carneos
e acucares, além de gorduras, aumentam a absor¢do ¢ concentragdo de LPS, que
conduz a secrecdo de citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias (DEOPURKAR
et al.,, 2010; ERRIDGE, 2011; MILANSKI et al., 2009). Tais composi¢des de
dietas, a longo prazo, levam a inflamagdo crénica por meio de sistemas de
sensores de nutrientes (WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2005). Portanto, esses
nutrientes de forma exacerbada na dieta podem agir como indutores da ativagao
de receptores tipo toll 4 (TLR4) (DANDONA et al., 2010; DASU et al., 2008).

O LPS também ¢ um ligante de TLR4 e, portanto, ocorreria também
aumento da ativacdo deste receptor em casos de obesidade (BRUN et al., 2007;
CANI et al., 2007a, CANI et al., 2008; SHI et al., 2006; WOLF; LORENZ,
2012). O TLR4 ¢é um receptor inato da resposta imune e ¢ expresso numa
variedade de tipos de células, incluindo células do sistema imunoldgico e
adipocitos, e desempenha um papel crucial nas respostas de células hospedeiras
a microrganismos.

Apo6s o reconhecimento do LPS, o TLR4 sofre alteracdes e recruta suas
moléculas adaptadoras, conduzindo a ativagdo de proteinas intermediarias a via
de sinaliza¢do do fator de necrose tumoral alfa (TNFa), como as quinases IKKR
e JNK. Além disso, a proteina IKKB promove a dissociacdo do complexo

IkB/NF-xB no citoplasma e permite que esse fator de transcricdo NF-kB migre
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até o nucleo da célula e ative os genes responsaveis pela transcri¢ao de diversas
proteinas, incluindo citocinas pré-inflamatorias, como as interleucinas 18 e 6
(IL-18 e IL-6) (DELZENNE; CANI, 2011; CINTRA; ROPELLE; PAULI,
2011; MANCO; PUTIGNANI; BOTTAZZO, 2010; SONG et al., 2006).

Entretanto, bifidobactérias podem reduzir os niveis de endotoxinas,
melhorando a fungdo da barreira intestinal (CANI; DELZENNE, 2009;
GRIFFITHS et al., 2004; WANG et al., 2006). Estas bactérias ndo degradam
glicoproteinas do muco como algumas bactérias patogénicas. Ao contrario,
promovem um ambiente estavel, inibindo a translocacdo de bactérias e toxinas
(CANI; DELZENNE, 2009; RUSELER-VAN-EMBDEN et al., 1995).

Outro mecanismo que contribui para o processo inflamatério na
obesidade esta focado no tecido adiposo, o qual é um 6rgdo secretor complexo e
ativo que tanto envia como recebe sinais que modulam o gasto de energia,
apetite, sensibilidade a insulina, fun¢des enddcrinas e reprodutivas, metabolismo
0sseo, inflamagdo e imunidade (SHOELSON; HERRERO; NAAZ, 2007).

O acumulo de lipideos no tecido adiposo e a expansdo da massa gorda
levam ao desenvolvimento do processo inflamatério que se inicia por meio da
produgdo de citocinas pro-inflamatorias e quimiocinas pelos adipoécitos,
incluindo TNF-a, IL-6, leptina, resistina, MCP-1 (proteina quimiotatica de
mondcitos) e PAI-1 (inibidor do ativador de plasminogénio-1). As células
endoteliais respondem por meio do aumento da expressio de moléculas de
adesdo, o que, juntamente com as quimiocinas, serve para recrutar células do
sistema imunologico, incluindo macréfagos derivados de mondcitos para o
tecido adiposo. Juntos, adipocitos, células imunes e substancias derivadas de
células endoteliais criam um meio inflamatdério que promove a resisténcia a
insulina, localmente. Similares mediadores pré-inflamatorios e pro-aterogénicos
entram na circulagdo para promover resisténcia a insulina e aumentar o risco de

aterosclerose (KANDA et al., 2006; SHOELSON; HERRERO; NAAZ, 2007).
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Além disso, o tecido adiposo produz alguns produtos chamados de
“adipocinas” (FANTUZZI, 2005; LAGO et al., 2007), sendo a leptina ¢ a
adiponectina as principais delas. A leptina desempenha papel na regulagdo do
apetite e seus niveis estdo elevados em individuos obesos; apresenta partes
homologas com citocinas pro-inflamatérias e, em humanos, os niveis circulantes
de leptina sdo positivamente relacionados com o de proteina C reativa, um
marcador de inflamagdo. De forma inversa, a adiponectina apresenta-se em
niveis mais elevados na auséncia do processo inflamatério. Em humanos existe
correlagdo inversa entre os niveis de proteina C reativa plasmatica e
adiponectina (CONROY; DAVIDSON; WARNOCK, 2011). Com o
desenvolvimento da obesidade, ocorre secre¢do desregulada de adipocinas,
possivelmente mediada por ativagdo de macrofagos residentes ou infiltrados
massivamente no tecido adiposo.

No entanto, os principais fatores implicados na iniciacdo da inflamagdo
na obesidade sdo endotoxemia metabodlica (aumento dos niveis plasmaticos de
LPS), aumento plasmatico de 4cidos graxos ndo esterificados (NEFA),
adipocitos hipertroficos e aumento da hipdxia do tecido adiposo, sendo que estes
processos acontecem de forma concomitante (CONROY; DAVIDSON;
WARNOCK, 2011).

3.3 Perfil da microbiota intestinal, obesidade e doencas correlacionadas

Bacteroidetes e Firmicutes sdo dominantes (>90% do total da populaggo
microbiana) no intestino de ratos e humanos sadios (LEY et al., 2006). A
populagdo destas bactérias ¢ modificada pela dieta, e altos conteidos de gordura
podem ser cruciais para o desenvolvimento da obesidade e da diabetes mellitus
tipo 2 (BRUGMAN et al., 2007; DE LA SERRE et al., 2010; HILDEBRANDT
et al., 2009; LEY et al., 20006).
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As possiveis explicagdes da capacidade da microbiota intestinal, a qual
pode ser modificada pela dieta, em afetar o desenvolvimento da obesidade
incluem uma melhoria na coleta de energia a partir da dieta, a estimulagdo do
armazenamento de gordura por influéncia da atividade de lipase lipoproteica
mediada pelo fator adiposo induzido pelo jejum (FIAF) (BACKHED et al.,
2004), inflamagdo de baixo grau sistémica induzida por gordura acompanhada
por endotoxemia (aumento dos niveis sanguineos de LPS) (CANI et al., 2007a;
DELZENNE; CANI, 2011) e resisténcia a insulina (CANI et al., 2008), assim

como estd ilustrado na Figura 1.
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Alteragdes na composi¢ao Aumento em Firmicutes
Fibra alimentar da microbiota intestinal = Diminui¢do de Bacteroidetes
Diminui¢édo de bifidobactérias

e |

— Microbiota Dieta rica em Aumento da
intestinal == gordura permeabilidade do
epitélio intestinal

' |

Acidos graxos de Diminui¢do da formagéo de Aumento de LPS sérico
cadeia curta (AGCC)  Fator adiposo induzido pelo
jejum pelo hospedeiro l
l Aumento da concentragao de
l citocinas pro-inflamatorias
Aumento da absor¢do
de carboidratos e Aumento de lipase
AGCC lipoproteica :
l Inflamacdo de baixo grau
Aumento da lipogénese Aumento do - Redugéo da tolerancia
hepatica — armazenamento da ~ €— a glicose
gordura - Redugéo da sensibilidade
a insulina

- Aumento da esteatose

Figura 1 Papel da microbiota intestinal nas alteracdes induzidas pela gordura na
regulagdo da absor¢do de nutrientes, armazenamento de gordura e estado
inflamatorio do hospedeiro

Fonte: BLAUT; BISCHOFF (2010) com modifica¢des

Além disso, a ingestdo cronica de dietas ricas em gorduras propicia a
inflamagdo intestinal por meio da alteragdo do ambiente, assim como a
pemeabilidade e a composicdo microbiana deste 6rgdo, além de modificar a
habilidade de detoxificagdo de LPS pela fosfatase alcalina intestinal (DE LA
SERRE et al., 2010; MALO et al., 2010).
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Em um estudo recente foi mostrado, pela primeira vez em seres
humanos, que as diferencas nas bactérias "saudaveis" especificas na microbiota
intestinal podem preceder o desenvolvimento de excesso de peso
(KALLIOMAKI et al.,, 2008). Os autores descobriram que o numero de
Bifidobacterium spp. durante o primeiro ano de vida foi maior em criangas que
apresentaram peso normal aos 7 anos de idade do que em criangas com excesso
de peso. Ainda constataram que o nimero de Staphylococcus aureus nas fezes
foi menor nas criangas com peso normal do que em criangas com excesso de
peso, implicando que o perfil da microbiota intestinal com maior numero de
bifidobactérias e menor numero de S. aureus na infancia pode proporcionar
protecdo contra excesso de peso e desenvolvimento de obesidade. Os autores
propuseram que S. aureus pode atuar como um disparador de inflamagdo de
baixo grau, contribuindo para o desenvolvimento da obesidade (LUNDELL et
al., 2007).

Associagdes entre os principais filos bacterianos (Firmicutes e
Bacteroidetes) presentes na microbiota intestinal e a regulagdo do peso corporal
tém sido intenamente estudadas em obesos submetidos a intervencdes de estilo
de vida. Varios estudos relatam quantidades reduzidas do filo Bacteroidetes em
individuos obesos, em comparagdo a sujeitos magros e, em alguns casos,
aumento da proporgdo do filo Firmicutes e seus subgrupos (FURET et al., 2010;
MUNUKKA et al., 2012; SANTACRUZ et al., 2009; SANTACRUZ et al.,
2010).

Niveis mais elevados de B. animalis foram associados com peso normal,
enquanto os niveis mais elevados de Lactobacillus reuteri foram associados com
a obesidade, o que sugere uma possivel relagdo entre certas espécies de
probioticos (MILLION et al., 2012).

Além disso, altas contagens de Lactobacillus casei/paracasei e

Lactobacillus plantarum no intestino humano sdo negativamente associadas com
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a obesidade, mas altos niveis de Lactobacillus reuteri sdo associados
positivamente (AMAR et al., 2011). Adicionalmente, espécies de Lactobacillus
foram reduzidas no esofago distal de ratos alimentados com uma dieta rica em
gordura, em comparagdo com aqueles alimentados com a dieta padrdo (ZHAO et
al., 2011).

Por outro lado, alguns autores ndo encontraram qualquer relagao entre o
peso corporal e Lactobacillus spp. (BALAMURUGAN et al, 2010;
SANTACRUZ et al., 2009).

3.4 Dislipidemias, resisténcia a insulina e intolerancia a glicose decorrentes

da obesidade

Individuos com obesidade, muitas vezes, apresentam dislipidemias e

resisténcia a insulina.

Dislipidemias

A classificacdo fenotipica ou bioquimica das dislipidemias considera os
valores de colesterol total (CoT), lipoproteina de baixa densidade (LDL-c),
triacilglicerdis (TAG) e lipoproteina de alta densidade (HDL-c) (SPOSITO et
al., 2007).

O acumulo de quilomicrons e/ou de lipoproteina de muito baixa
densidade  (VLDL-c) no compartimento plasmatico resulta em
hipertriacilgliceridemia e decorre da diminuigdo da hidrdlise dos triacilglicerdis
destas lipoproteinas pela lipase lipoproteica ou do aumento da sintese de VLDL-
c. Por outro lado, o acumulo de lipoproteinas ricas em colesterol, como a LDL-c
no compartimento plasmatico, resulta em hipercolesterolemia (SPOSITO et al.,
2007).

A atividade do receptor hepatico de LDL-c é, geralmente, o principal

fator controlador das concentragdes de LDL-c plasmatica. Por sua vez, tanto o
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colesterol dietético como gorduras saturadas tendem a suprimir atividade deste
receptor, fazendo com que o “clearence” destas particulas fique diminuido e as
concentragdes de colesterol aumentem para concentragdes que implicam em
risco aterogénico (CURI et al., 2002).

Os contetidos alimentares de gorduras saturadas e de colesterol
influenciam diferentemente os niveis lipidicos plasmaticos, em especial a
colesterolemia. A maioria da populagdo absorve aproximadamente metade do
colesterol presente na luz intestinal, enquanto uma minoria € hiper-responsiva,
ou seja, absorve maior quantidade. A absor¢do de gordura saturada, no entanto,
ndo ¢é limitada e, por isso, sua ingestdo promove efeito mais intenso sobre a
colesterolemia (SPOSITO et al., 2007). Além disso, os acidos graxos saturados
aumentam LDL-c e reduzem HDL-c, aumentando, assim, a razdo LDL-c /HDL-

¢ e aumentam os TAG (SPOSITO et al., 2007).

Resisténcia a insulina e intolerancia a glicose

Em um mundo globalizado, o consumo excessivo de carboidratos
refinados e gordura saturada ¢ a causa mais comum de resisténcia a insulina que
aumenta dramaticamente a incidéncia da sindrome metabdlica, diabetes mellitus
tipo 2 e doencas cardiovasculares (KENDALL et al., 2010).

A resisténcia a insulina ¢ definida como estado de menor resposta
metabdlica aos niveis circulantes de insulina e estd associado a obesidade, ao
envelhecimento, ao habito de vida sedentario e, ainda, a predisposi¢do genética
(CINTRA; ROPELLE; PAULI, 2011). Além disso, ¢ um fator de risco para o
desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2, doenga cardiovascular, hipertensado
arterial, doenca renal e cancer (DING; LUND, 2011; HOEHN et al., 2009;
LARON, 2009; MANCO; PUTIGNANI; BOTTAZZO, 2010).

A sinalizagdo da via de insulina é um processo muito complexo, que

envolve multiplos caminhos e cascatas em eventos de fosforilagdo (Figura 3) e a
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interferéncia com estes caminhos de sinalizagdo da insulina pode alterar sua
acdo e conduzir ao desenvolvimento de resisténcia a insulina (MOREIRA et al.,
2012).

A resisténcia a insulina em casos de obesidade pode ser desencadeada
por consumo cronico de dietas ricas em gorduras, as quais elevam os niveis de
acidos graxos livres (AGLs) circulantes e, no meio intracelular, sdo capazes de
exercer efeitos sistémicos sobre a sensibilidade a insulina, referidos como
“lipotoxicidade” (MCGARRY, 2002, CINTRA; ROPELLE; PAULI, 2011);
exposicdo cronica e sistémica a niveis ligeiramente aumentados de LPS que
culminam com um estado inflamatdrio subclinico, inibindo a sinalizagdo de
insulina (MOREIRA et al., 2012) e acumulo de tecido adiposo em modelos de
obesidade, que leva a produgdo de citocinas pro-inflamatdrias pelos macréfagos
ali infiltrados, que medeiam a resisténcia a insulina (BASTARD et al., 2006;

HOTAMISLIGIL et al., 1996; WEISBERG et al., 2003).
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Insulina

Receptor de
insulina (IR)

Figura 2 Sinalizagdo para captacdo e metabolizacdo de glicose. Sensibilizagdo do recetor
(IR) pela insulina e inicio da ativagdo da via de sinaliza¢do intracelular. O
receptor de insulina ativo fosforila o substrato 1 e 2 do receptor de insulina
(IRS-1/2) que, por sua vez, ativa a proteina fosfatidilinositol-3-quinase (PI3-q)
e, consecutivamente, a Akt, que da inicio a extrusdo do transportador de glicose
(GLUT 4) em tecidos como o musculo esquelético e adiposo. A glicose no meio
intracelular é imediatamente fosforilada pela enzima glicoquinase, a fim de que
ndo retorne para o meio externo a célula. Porém, a agdo dessa enzima ¢
totalmente dependente de fons Mg®’, que atuam como cofatores para que a
reacdo tenha continuidade e a glicose possa ser utilizada adequadamente

Fonte: CINTRA; ROPELLE; PAULI (2011)

Em ambito celular, a resisténcia a insulina na obesidade induzida por
dieta leva a menor fosforilagdo em sitios especificos (tirosina) e perturbagdo na
expressdo e ativacdo de proteinas (principalmente no musculo esquelético e
figado) de sinalizagdo via rota substrato 1 de receptor de insulina (IRS-1) e
fosfatidilinositol 3 quinase (PI3-q), as quais sdo proteinas-chave da via da
insulina, acompanhada por redugdo no consumo e utilizagdo de glicose

(CINTRA; ROPELLE; PAULLI, 2011; FATANI et al., 2012).
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As vias inflamatorias na obesidade podem ser ativadas pela producdo de
citocinas como TNF-a por macroéfagos infiltrados no tecido adiposo, bem como
pelo aumento nos niveis de LPS. Tais citocinas causam ativacdo de outras
proteinas intermedidrias a via de sinaliza¢do da inflamagdo, a citar IKKB e JNK,
as quais causam a fosforilagdo do IRS1 em serina, com efeito negativo na via de
sinalizacdo da insulina. Além disso, essas vias levam a producdo de outros
mediadores inflamatorios por meio do controle da transcricdo genética de
proteinas inflamatorias (TNF-a, IL-6 e IL-18) (BASTARD et al., 2006;
CINTRA; ROPELLE; PAULI, 2011; HOTAMISLIGIL, 2003; WEISBERG et
al., 2003).

Adicionalmente, um decréscimo dos niveis de transportador de glicose
insulino-sensivel (GLUT4) ¢ uma caracteristica de diabetes mellitus tipo 2 e
resisténcia a insulina. A resisténcia a insulina resulta da sub-regulagdo de
GLUTH4 e transporte de glicose seletivamente no tecido adiposo (ABEL et al.,
2001). Os reduzidos niveis de GLUT4 encontrados no diabetes mellitus tipo 2
parecem ser, em parte, devido a supressdao da expressdo de GLUT4 pelos acidos
graxos livres através de receptor ativado por proliferadores de peroxissomas y
(PPARY), um fator adipogénico que desencadeia diferenciacdo de adipdcitos
(ARMONI et al., 2005).

As células beta-pancreaticas inicialmente compensam o estado de
resisténcia a insulina, aumentando a secrecao desse hormoénio. Com o avangar da
resisténcia, essas células falham em responder adequadamente a simples
presenca de glicose e conduzem o sistema ao estado de intolerancia a glicose
(FATANI et al., 2012).

Todavia, a sensibilidade a insulina é restaurada por tratamentos que
reduzem o aciimulo de lipideos intramusculares, tais como modificagdo no estilo
de vida (baixo teor de gordura alimentar e exercicios) e terapia farmacologica

(fenofibrato, um ativator do receptor ativado por proliferador de peroxissoma-
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alfa), que melhoram o perfil lipidico e resisténcia a insulina (MONZILLO et al.,

2003).

3.5 Probiéticos

Probidticos sdao definidos como microrganismos com status de
“geralmente considerados como seguros” (GRAS) que, quando administrados
em quantidades adequadas, conferem um beneficio a saude (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS AND
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002). Os probioticos, especialmente
lactobacilos e bifidobactérias, t€m o crescimento estimulado por prebioticos
(VAN LOO, 2004), sendo essas bactérias acido lacticas as mais amplamente
utilizadas.

A fim de que os probidticos sejam bem sucedidos, eles devem possuir
certas caracteristicas. Devem ser capazes de resistir a passagem através do trato
gastrointestinal, ou seja, sobreviver a degradacdo pelo ambiente acido do
estdmago e pela agdo do 4cido biliar; colonizar e se reproduzir no intestino;
anexar ¢ aderir ao epitélio intestinal; estabilizar o equilibrio da microbiota
intestinal e produzir metabdlitos para a modulagdo da atividade metabolica.
Além disso, cepas probidticas ndo devem apresentar variagdo genética, devem
atuar na imunomodulacdo e ser seguras e eficazes em seres humanos, bem como
permanecer viaveis durante a vida de prateleira do produto (GIBSON; FULLER,
2000; VANDERHOOF; YOUNG, 2008; VANDERHOOF; YOUNG, 2004).

Os probidticos sdo disponiveis como suplementos (comprimidos,
capsulas ou pds) e como produtos lacteos fermentados (iogurte e leite). E, para
que ocorra a colonizagdo intestinal pelos probidticos, estes devem ser ingeridos
de forma regular, a fim de manter concentragdes eficazes dos mesmos em
ambito intestinal (KAILASAPATHY, 2002; KLIGLER; COHRSSEN, 2008;
SUTTON, 2008; WILLIAMS, 2010).
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Produtos probiodticos podem conter um Unico microrganismo ou uma
mistura de diversas espécies. Segundo Williams (2010), produtos que
contenham mais do que um microrganismo probidtico sdo particularmente
atraentes por duas razdes: a colonizagdo em alguns pacientes pode ocorrer com
uma cepa ¢ ndo com outra, ¢ mistura de probidticos pode ser sinérgica em
suprimir patogenos.

Entre os microrganismos probioticos, destacam-se as bactérias
pertencentes aos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus e, em menor escala, as
bactérias Enterococcus faecium e Streptococcus thermophilus e levedura
Saccharomyces boulardii. Dentre as bactérias pertencentes ao género
Bifidobacterium, destacam-se B. bifidum, B. breve, B infantis, B. adolescentis, B.
lactis, B. longum e B.thermophilum. Dentre as bactérias laticas pertencentes ao
género Lactobacillus, destacam-se L. acidophilus, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus, L. helveticus, L. casei - subsp. paracasei e subsp. tolerans, L.
paracasei, L. fermentum, L. reuteri, L. crispatus, L. johnsonii, L. plantarum, L.
rhamnosus, L. salivarius e L. grasseri (COLLINS; THORNTON; SULLIVAN,
1998; LEE et al., 1999; SANDERS; KLAENHAMMER, 2001; WILLIAMS,
2010).

Segundo Ferreira (2003), as espécies mais utilizadas em preparagdes
probidticas sdo Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. rhamnosus, L.reuterii,
Enterococcus faecium, Bifidobacterium adolescentis, B. breve, B. bifidum, B.
infantis e B. longum.

Todavia, entre os probidticos mais amplamente estudados em relacdo a
varios efeitos benéficos sobre o intestino ou efeitos sistémicos estdo os

Lactobacillus acidophilus ¢ Bifidobacterium animalis.
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3.6 Probiodticos em alimentos lacteos e doses de consumo para efeitos

benéficos

Produtos semelhantes ao iogurte sdo considerados os melhores veiculos
alimentares para probiodticos, pois suas caracteristicas fisico-quimicas e
funcionais contribuem para os efeitos benéficos de bactérias acido-laticas
presentes no leite fermentado, as quais os consumidores associam a satude
(VASILIJEVIC; SHAH, 2008).

O iogurte ¢ definido como um produto de leite coagulado que resulta da
fermentagdo de leite por S. thermophilus ¢ L. delbrueckii ssp. bulgaricus. A
conversao de lactose em acido latico reduz o pH e, consequentemente, favorece
a precipitacio de proteinas do leite (ESPIRITO SANTO et al., 2011).

Os iogurtes tém sido reformulados e culturas de microrganismos
probidticos, como lactobacilos e bifidobactérias, utilizadas em produtos
fermentados como potenciais promotores de saude (PAPASTOYIANNIDIS et
al., 2006). E predominante a presenca de cepas de L. acidophilus e de B.
animalis subsp. lactis nos produtos comerciais (LOURENS-HATTINGH;
VILJOEN, 2001; TABASCO et al.,, 2007). Assim, surge o conceito de
bioiogurte, que ¢ aquele que contém microrganismos probidticos vivos que
proporcionam o aumento dos efeitos benéficos a satde do hospedeiro
(LOURENS-HATTINGH; VILJOEN, 2001; SHAH, 2000).

Todavia, ndo ¢ wviavel fermentar o leite utilizando apenas
microrganismos probioticos devido ao maior tempo de fermentagdo requerido
para reduzir o pH do leite para 4,6 e também ao sabor desagradavel provocado
por algumas linhagens de bactérias probidticas. Principalmente por esse motivo,
os microrganismos da cultura tradicional de iogurte sdo empregados em
combinagdo com as bactérias probidticas para reduzir o tempo de fermentagdo e

melhorar o sabor, o corpo ¢ a textura do produto final (DAVE; SHAH, 1997).
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Além disso, de acordo com a legislagio brasileira (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2008) sobre probidticos, os
microrganismos L.delbrueckii subsp. bulgaricus e S. salivarius subsp.
thermophillus nio sdo incluidos como tal, tendo em vista que, além de serem
espécies necessarias para a producdo de iogurte, ndo t€m efeito probiodtico
cientificamente comprovado.

A suplementacdo de produtos fermentados com bactérias probioticas se
torna benéfica por proporcionar melhor utilizagdo da lactose, reduzir a atividade
anticarcionogénica e o controlar infec¢des intestinais. A utilizagdo da lactose
durante a fermentacdo torna o produto mais facilmente digerivel por pessoas
intolerantes a este carboidrato (MIGUEL; ROSSI, 2003).

Para receber a nomenclatura de “alimento probidtico”, os leites
fermentados e iogurtes devem conter, no minimo, 10’ células viaveis por grama
ou mL do produto. Valores menores podem ser aceitos, desde que a empresa
comprove sua eficicia (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2008).

Entretanto, varios estudos t€ém chamado a atengdo para o curto periodo
de vida dos probiodticos e para a contribuicdo dos prebioticos (oligofrutose,
inulina, rafinose e estaquiose) no aumento da viabilidade dos microrganismos
presentes no colon (BOEVER; DEPLANCKE; VERSTRAETE, 2000;
ESPIRITO SANTO et al., 2011; LOSADA; OLLEROS, 2002).

Tipicamente, um probidtico deve conter varios bilhdes de
microrganismos para aumentar a probabilidade de colonizagdo intestinal
adequada (CREMONINI et al., 2002).

As bactérias probidticas s6 apresentam efeitos bioldogicos no ambiente
intestinal se conseguirem atingir um nimero minimo. Portanto, 100 g de
produtos lacteos devem conter, pelo menos, 10’ UFC g'1 de bactérias probioticas

vidaveis no momento da compra do produto (RYBKA; FLEET, 1997;
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VINDEROLA; RENHEIMER, 2000). Corroborando essas informagdes,
Matsubara (2001) cita que produtos contendo microrganismos probiodticos
devem apresentar 10° UFC.g"', para que, pelo menos, cerca de 10° a 10* UFC
alcancem o intestino. Charteris et al. (1998) concluiram que a sobrevivéncia das
bactérias probiodticas no produto alimenticio deve alcangar 10° a 10'° UFC por
100 g ou 100 mL do produto, para que a quantidade intestinal atinja 10°a 10’
UFC g™

De acordo com as recomendagdes da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2008), a
quantidade viavel para os probidticos deve estar na faixa de 10* a 10° UFC na
recomendacao diaria do produto pronto para o consumo, conforme indicag@o do
fabricante.

Além disso, segundo Vasiljevic e Shah (2008), para assegurar os efeitos
benéficos de probidticos, recomenda-se uma ingestdo regular.

Entre os efeitos benéficos decorrentes do consumo de microrganismos
probidticos, destacam-se a reducdo dos sintomas da ma digestdo da lactose, a
prevencdo de diarreias, a redugdo da incidéncia de tumores, a modulacdo do
sistema imune, a reducdo dos niveis de colesterol total e LDL-c e o aumento de
HDL-c (MANZONI; CAVALLINI; ROSSI, 2008).

Varios estudos tém demonstrado que a proliferagdo de determinadas
bactérias mediante a fermentacdo de carboidratos digeriveis pode inibir a
colonizacdo do intestino por patogenos, exercendo efeito protetor frente a
diversas alteracdes intestinais (agudas ou cronicas). A fermentagdo dos
prebidticos por microrganismos probidticos pode promover algumas fungdes
fisiologicas por meio da liberagdo de metabdlitos pelas bactérias, em especial os
acidos graxos de cadeia curta (acetato, propionato, butirato) e lactato no limen

intestinal (CUMMINGS; MACFARLANE; ENGLYST, 2001; RAO, 2001).
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Os acidos graxos de cadeia curta podem atuar direta ou indiretamente,
mediante a modificacdo de pH, sobre as células intestinais e podem participar no
controle de varios processos, como a proliferagdo da mucosa, a inflamagdo, a
carcinogénese colorretal, a absor¢do de minerais e a eliminagdo de compostos
nitrogenados (OLANO-MARTIN et al., 2000; WILLIAMS; JACKSON, 2002).

Em muitas situacdes, a administragdo de probidticos resulta em aumento
na contagem fecal de bifidobactérias e lactobacilos, diminui¢do no pH fecal,
declinio nas atividades enzimaticas bacterianas que sdo associadas com o
desenvolvimento de cancer de cdlon e, entdo, em efeitos benéficos em muitas
doencas (BEZKOROVAINY, 2001; COLLADO et al, 2009; GAREAU;
SHERMAN; WALKER, 2010).

Atualmente, varias cepas bem caracterizadas de lactobacilos e
bifidobactérias estdo disponiveis para utilizagdo humana para reduzir o risco
infecgdes gastrintestinais ou tratar tais infec¢des, bem como outros efeitos
sistémicos (SALMINEN; GUEIMONDE; ISOLAURI, 2005).

Alguns outros efeitos benéficos de probidticos ja foram relatados e
podem atuar sobre: metabolismo de lactose e digestdo de alimentos, controle de
diarreia associada a antibidtico, resposta imune e infeccdes parasitarias,
constipagdo e ulceras, sintese de vitaminas do complexo B, normalizagdo do
colesterol, reducdo na pressao arterial, infec¢des do trato urinario e respiratério,
atividade antioxidante, diabetes mellitus tipo 2, satide oral e doencas cardiaco-
coronarianas (KUMAR et al., 2009a; KUMAR et al., 2009b; KUMAR et al.,
2010; KUMAR et al., 2011a; KUMAR et al., 2011b; NAGPAL et al., 2007,
NAGPAL; KUMAR; ARORA, 2010; YADAV; JAIN; SINHA, 2007a;
YADAYV; JAIN; SINHA, 2007b; YADAYV; JAIN; SINHA, 2008).
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3.7 Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis

Ensaios clinicos tém sido desenvolvidos com a utilizagdo de culturas de
Lactobacillus acidophilus LA-5, isoladamente (HUANG; ZHENG, 2010;
MACHADO et al., 2003; STSEPETOVA et al., 2011); com Bifidobacterium
animalis Bb-12, isoladamente (ISHIZUKA et al., 2012; ISOLAURI et al., 2000;
KIRJAVAINEN et al., 2002; VEIGA et al., 2010), bem como com a associagao
de ambas as bactérias Lactobacillus acidophilus LA-5 e Bifidobacterium
animalis Bb-12 (LAAKE et al., 1999; LARSEN et al., 2006; MAROTTI et al.,
2012; SAVARD et al., 2011).

Cepas probidticas selecionadas, em particular dos géneros Lactobacillus
e Bifidobacterium, mostraram atenuar a inflamagdo, a obesidade e as
complica¢des metabolicas associadas através de varios mecanismos, incluindo a
inibi¢do da adesdo de organismos patogénicos na mucosa intestinal,
"estabiliza¢do" da comunidade microbiana e melhorias na integridade da mucosa
e a fungdo de barreira comprometida pela doenga, por lesdo ou estresse (AMAR
et al., 2011; CANI et al., 2007b; EWASCHUK et al., 2007; GUARNER, 2007;
MOREIRA et al., 2012).

Lactobacillus sp. sdio membros de bactérias produtoras de acido lactico e
filogeneticamente incluidos na divisdo de Firmicutes. Todavia, o papel dos
lactobacilos tem recebido muita aten¢do, especialmente devido as suas supostas
propriedades promotoras de saude (EWASCHUK et al., 2007).

Efeitos anti-inflamatérios dos probidticos Lactobacillus casei sdo
negativamente associados com ativagdo de NF-kB p50/p65, que ¢ induzido por
LPS por meio da ativagdo de TLR4 e positivamente associados com a ativagio
de receptor ativado por proliferadores de peroxissomas - PPARy (TIEN et al.,
2006).
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L. acidophilus, especificamente, sdo bactérias gram-positivas, catalase
negativas, anaerobias a microaerétfilas, homofermentativas e possuem formato
de bastonetes. Sdo residentes naturais do intestino humano e de animais. Os L.
acidophilus sio fracos formadores de acidos e, por esta razdo, sdo especialmente
utilizados em iogurtes suaves. Crescem em temperatura entre 20 a 48 °C, sendo a
temperatura 6tima de crescimento 37 °C (FRANCO; LANDGRAF; DESTRO,
2005). Os lactobacilos contribuem com o sabor € o aroma em alimentos
fermentados, produzindo varios compostos volateis, como o diacetil e seus
derivados (SILVA; STAMFORD, 2000).

Por outro lado, as bifidobactérias sdo habitantes naturais do intestino
humano e animal. Sua populagdo ¢ influenciada pela idade, dieta, antibidticos e
estresse entre outros fatores. As bifidobactérias sdo bastonetes, gram-positivas,
anaerobias, possuem formato de Y e requerem nutrientes especiais, o que
dificulta seu isolamento e crescimento em laboratorios. Todas as espécies de
bifidus fermentam a lactose e crescem bem em leite. Sua temperatura de
crescimento situa-se entre 20 °C a 46 °C e morrem a 60 °C. O pH 6timo ¢ de 6,5
a 7,0 e ndo ha crescimento em pH<5,1 ou pH>8,0 (ARUNACHALAM, 1999).

Em humanos, as bifidobactérias sdo consideradas benéficas por
produzirem &cido lactico, acético e pequena quantidade de acido formico,
diminuindo o pH do colon e inibindo a proliferagdo de patogenos (IBRAHIM;
BEZKOROVAINY, 1994).

Bifidobacterium animalis subsp. lactis (Bb12), um dos mais utilizados
microrganismos probidticos, ¢ uma bactéria gram-positiva encontrada no
intestino grosso da maioria dos mamiferos e sdo filogeneticamente incluidos na
divisdo de Bacteroidetes. Alguns beneficios para a saude tém sido relatados para
diferentes espécies de Bifidobacterium, incluindo a promogdo de satde

gastrintestinal e aumento da imunidade (ALHAJ et al., 2010).
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Muitos estudos sobre as relagdes entre géneros bacterianos utilizados
como probidticos como Lactobacillus e Bifidobacterium e obesidade nao
mostram associa¢do significativa ou produzem resultados contraditorios

(NAKAMURA; OMAYE, 2012).

3.8 Efeitos de probidticos sobre obesidade e doencas correlacionadas

Na literatura cientifica ha relatos de que a perda de peso esta associada
com alteracdo da microbiota intestinal e esta pode alterar o fendtipo da
obesidade, ¢ que baixos niveis de lactobacilos e bifidobactérias no intestino
estdo associados com o desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 (ROESCH
et al., 2009). Tem sido proposto que um tipo de bactéria possa induzir um
fenotipo magro e prevenir o diabetes mellitus tipo 2. Portanto, esses conceitos
tém sido extensivamente testados por meio da administragdo de suplementos de
probiodticos (WOLF; LORENZ, 2012).

Os probidticos sdo considerados os novos moduladores da microbiota
intestinal e recentes estudos tém sugerido que cepas selecionadas de probioticos
como lactobacilos e bifidobactérias apresentam efeitos benéficos sobre a
prevencdo e o tratamento da obesidade e diabetes mellitus do tipo 2
(ARONSSON et al., 2010).

Varios relatos demonstraram que a obesidade induzida apos
manipulacdes nutricionais (alto teor de gordura da alimentacdo) (CANI et al.,
2007a; CANI et al., 2008) ¢ caracterizada por alteragdes na microbiota intestinal
no sentido de diminuigdo do numero de bifidobactérias. E importante notar que
este grupo de bactérias tem mostrado reduzir os niveis intestinais de LPS em
ratos ¢ melhorar a funcdo de barreira da mucosa, fatores envolvidos no
desenvolvimento da resposta inflamatoria (RUAN et al., 2007; WANG et al.,
2006).
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Os efeitos de promogdo de saude de probioticos podem estar
relacionados a ativagdo PPARYy, pois, por meio de seus produtos, antagoniza
bactérias intestinais pro-inflamatdrias, bloqueando a ativag@o do sistema NF-kB
p50/p65 que € induzido por LPS derivados das bactérias gram-negativas e
modulando a composi¢do microbiana ¢ o ambiente intestinal (NAKAMURA,;
OMAYE, 2012). De modo semelhante, a alteracdo da microbiota intestinal
usando probidticos suprimiu significativamente a ativagdo do fator de
sinalizagdo nuclear kB envolvido no desenvolvimento de resisténcia a insulina
induzida por dieta rica em gordura (MA; HUA; LI, 2008).

Além disso, os probiodticos parecem trabalhar para a redugdo do tamanho
médio dos adipécitos, inibindo lipase lipoproteica e a melhora da sensibilidade a
insulina (ARONSSON et al., 2010; LUOTO et al., 2010).

Yadav, Jain e Sinha (2007a) e Yadav, Jain e Sinha (2008) avaliaram os
efeitos do consumo do produto de leite fermentado suplementado com
probidtico chamado dahi (iogurte) contendo Lactobacillus acidophilus e
Lactobacillus casei em modelos animais e observaram que o mesmo suprimiu
drasticamente a resisténcia a insulina induzida por dieta e protegeu de diabetes
induzido por estreptozotocina (YADAV; JAIN; SINHA, 2008).

O tratamento de ratos com probiotico Bifidobacterium spp. foi
correlacionado significativamente e positivamente com a melhora de marcadores
da homeostase de glicose e normalizagdo do grau inflamatério (CANI et al.,
2007b). Os autores associaram tais efeitos com a modulacdo sobre a microbiota
intestinal.

O consumo de probidticos da espécie Bifidobacterium animalis subsp.
lactis melhorou as alteragdes decorrentes da sindrome metabolica, uma vez que
reduziu a inflamagédo tecidual e a endotoxemia (STOWELL; BERNARD, 2010).

Em outros estudos tem sido mostrado que a administracdo de Bifidobacterium
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spp. reduz os niveis intestinais de endotoxina e melhoram a fungdo de barreira
da mucosa (GRIFFITHS et al., 2004; WANG et al, 2006; WANG et al., 2004).

Uma mistura probiotica dos lactobacilos, bifidobactérias e Streptococcus
thermophilus demonstrou diminuir a inflamag¢do do figado em camundongos
geneticamente obesos (LI et al., 2003).

Andreasen et al. (2010) relataram que L. acidophilus diminuiu a
resisténcia a insulina, porém, ndo alterou marcadores inflamatorios em humanos.
Mais recentemente, alguns autores (AN et al., 2011; CHEN et al., 2011; KANG;
YUN; PARK, 2010; NAITO et al., 2011; VAJRO et al., 2011) mostraram que a
alimentag@o com cepas especificas de lactobacilos e bifidobactérias melhoram a
progressdo da obesidade e de diabetes mellitus tipo 2, sugerindo que a
modulacdo probidtica mediada pela microbiota intestinal, pode ter um potencial
terapéutico contra obesidade e diabetes mellitus tipo 2.

Alguns possiveis mecanismos de agdo de probioticos estdo ilustrados na

Figura 3.



Competitive exclusion of
bacteria along
epithelium

Cell-mediated immune
response balancing;
DC and T,,, modulation

reg
TThi, [Th2 ificati
Modification of the local
microenviroment:
Humoral Improvement of ;g;;g'cmt'_’;al peptides,
response barrier integrity 1P
modulation: 1TJ, | mucins ; -
ﬂégEA % . saccharides
&N &
thogen L ,
/pa “g prabictic ) X
et = g L
i“ ;' S mucus & ‘? _ rmom_
L2 I }? f\ \ \ ’ \ SCFA  saccharides
" ! ) ) | i | ! | 1
1 3 . “aF . MV Vi | =T enterocites 5 R R = .
.00 O|0 0 N0 |0 v mingttg © | O 1O | O | O OO )0 | O] C

. g A
< DC naive ;
IgA r¥ T cell M
. N IL-10--~,
Swich to IgA Px :/\ \ T Phagocnosisl Reduction of intestinal inflammation:

Plasmacell | NF-xB activation

Ts o) | cytokine production
Tc'a}’ ’ Io Th%’ ?Tm LROS

IL-10 IL-4 TNFa
TGFB IL-5 IFNy

Figura 3 Mecanismos de agdo dos probidticos. Mecanismos especificos: envolvimento dos probidticos nas respostas imune humoral e
mediadas por células. Mecanismos inespecificos: aumento da fung@o de barreira epitelial, exclusdo competitiva de bactérias
no epitélio, modificacdo de microambiente local e reducdo da inflamagdo intestinal. Th: células auxiliares T; Ig:
imunoglobulina; Treg: célula T regulatéria; IL: interleucina; TGF; fator de crescimento transformante; TNF: factor de
necrose tumoral; IFN: interferon; M: células M; DC: células dendriticas; TJ: jungdo tecidual; MO: macréfagos; SCFA:
acidos graxos de cadeia curta; NF-«xB: fator nuclear-kB; ROS: espécies reativas de oxigénio. Fonte: IACONO et al. (2011)

N
3



48

Todavia, estudos tém mostrado que nem todas as bactérias pertencentes
a mesma espécie ou grupo exercem o mesmo efeito. A contribuigdo relativa dos
diferentes tipos de bactérias dentro do género Bifidobacterium spp. merecem
investigagdes adicionais no campo da obesidade (BOESTEN; VOS, 2008;
BOESTEN; SCHUREN; VOS, 2009; TURRONI et al., 2009).

Outras substancias tém sido propostas como benéficas no controle de
doencas relacionadas a obesidade, que incluem &cidos linoleicos conjugados
(CLAs), que sdo produzidos a partir de acidos graxos poli-insaturados por
bactérias consideradas benéficas, tais como bifidobactérias (GORISSEN et al.,
2010; WALL et al., 2009). Algumas espécies de lactobacilos também produzem
quantidades significativas de CLA, o qual ¢ um possivel agonista de receptor
ativado por proliferador de peroxissomos y (PPARy) (BELURY, 2002) e tem
mostrado propriedades promotoras de saude, tais como efeitos antioxidantes,
anti-inflamatérios,  anticancerigenos,  antiaterogénico e  antiobesidade
(BASSAGANYA-RIERA; HONTECILLAS, 2010; BOUGNOUX et al., 2010;
EWASCHUK et al., 2007; KENNEDY et al., 2010; NAKAMURA; FLINTOFF-
DYE; OMAYE, 2008; NAKAMURA; OMAYE, 2009).

Em relacdo aos efeitos antiobesogénicos do CLA, Kennedy et al. (2010)
concluiram que sdo devido a: 1) redugdo do consumo de energia com supressao
do apetite; 2) indugdo de gasto de energia no tecido adiposo branco, musculos e
tecido hepatico; 3) redugdo da lipogénese ou adipogénese; 4) indugao da lipolise
e 5) inducdo de apoptose dos adipocitos.

Atualmente, poucos dados demonstram claramente a maneira como 0s
lactobacilos podem neutralizar a adiposidade. Mudangas na expressao de genes
que codificam proteinas que controlam o armazenamento de gordura (fator
semelhante a angiopoietina-4) e sdo conhecidas por responder a microbiota
intestinal tém sido propostas (ARONSSON et al., 2010; DELZENNE; CANI,
2011).
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Alguns estudos evidenciaram reducdo dos niveis de colesterol total,
LDL-c e triacilgliceréis em animais, ao administrar alimentos probidticos
contendo microrganismos como Lactobacillus acidophilus (PARK et al., 2007;
PARK et al., 2008). Além disso, constataram reducdo nos niveis de
triacilglicerdis plasmaticos em humanos que receberam tratamento com
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis (KLEIN et al., 2008). Em
estudo realizado por Gopal, Shah e Roginski (1996) foi mostrada a reducao de
colesterol plasmatico por Bifidobacterium spp e L. acidophilus.

Os mecanismos pelos quais os probioticos afetam as concentragdes de
colesterol permanecem em estudo. Algumas hipéteses tém sido propostas, as
quais incluem: assimilagdo do colesterol pelas bactérias, incorporagdo do
colesterol a parede celular das células bacterianas, desconjugacdo enzimatica dos
sais biliares e alteragdo do metabolismo lipidico pela atuagdo dos acidos graxos

de cadeia curta que leva a reducdo da biossintese de colesterol (PEREIRA;

GIBSON, 2002a; STROMPFOVA et al., 2006; ZHAO; YANG, 2005).

3.9 Prebidticos e seus efeitos benéficos

Prebidtico € um ingrediente seletivamente fermentado que permite que
as alteracdes especificas, tanto na composi¢do e/ou atividade na microbiota
gastrintestinal, confiram vantagens de saude e bem-estar ao hospedeiro
(GIBSON et al., 1994), uma vez que favorece o crescimento de microrganismos
probioticos.

Fibra alimentar e oligossacarideos ndo digeriveis sdo os principais
substratos de crescimento de microrganismos intestinais. A fermentagdo desses
componentes ¢ realizada por bactérias anaerdbicas do colon, levando a produgdo
de gases e acido latico que resulta na acidificacao dos conteudos do colon, além

da formacdo de 4cidos graxos de cadeia curta (AGCC), que estimulam a
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proliferagdo de células epiteliais do colon e podem também atuar em diferentes
tecidos, desempenhando papel na regulacdo de processos celulares (BIBAS-
BONET et al., 2010).

Dentre as substancias com fungdo prebidtica, podem-se citar frutanos,
galactoligossacarideos, amido resistente e beta-glucanos (ROBERFROID et al.,
2007).

Entretanto, frutanos tipo inulina, especialmente frutoligossacarideos, e
galactoligossacarideos (GOS) sdo os compostos mais extensivamente testados
em ensaios humanos e que tiveram seus efeitos prebidticos confirmados pela
capacidade de modificar a composi¢do da microbiota intestinal apés um curto
periodo de alimentacdo com doses razoavelmente baixas (BOUHNIK et al.,
2004; BOUHNIK et al., 2007, PRETER et al., 2008; DEPEINT et al., 2008;
GIBSON; ROBERFROID, 2008; GUIGOZ et al., 2002; KLEESSEN et al.,
2007).

Nas ultimas décadas, os efeitos de fibras soluveis como oligossacarideos
ndo digeriveis foram relatados e incluem a capacidade de diminuir quadros de
constipagdo, reduzir concentracdes plasmaticas de colesterol e triacilglicerdis
(DAVIDSON; MAKI, 1999; PEREIRA; GIBSON, 2002b; WILLIAMS;
JACKSON, 2002), modular o metabolismo de glicose (HABIB et al., 2011;
LUO et al., 1996), estimular o sistema imune, aumentar a absor¢do mineral e
desempenhar efeito antimutagénico (BOUHNIK et al., 1996; KAUR; GUPTA,
2002; LOBO et al., 2011; MOURA et al., 2012; TEITELBAUM; WALKER,
2002).
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3.10 Efeitos prebidticos e obesidade associada a inflamacao

Obesidade e resisténcia a insulina estdo associadas a uma inflamagao de
baixo grau (CANI; DELZENNE, 2009) e, como ja se sabe, a microbiota
intestinal participa deste processo.

Recentemente, tem havido grande interesse na utilizagdo de suplementos
alimentares contendo probidticos e prebidticos devido aos seus sugestivos papéis
no controle e no manejamento da sindrome metabdlica, incluindo obesidade. Os
mecanismos envolvidos e as estratégias de intervengdo em casos de sindrome
metabdlica com utilizacdo de prebidticos sdo associados com efeitos de
diminuicdo do grau de inflamacdo, aprimoramento da funcdo de barreira
intestinal, indugdo de saciedade e melhora do balanco da microbiota intestinal
(MALLAPPA et al., 2012).

A administracdo de prebiotico (oligofrutose) resulta em aumento nas
bactérias intestinais gram-positivas, incluindo bifidobactérias, e diminui¢do no
LPS plasmatico induzido por dieta rica em gordura e doencas inflamatorias, por
meio da avaliagdo de marcadores inflamatorios (CANI et al., 2006; CANI et al.,
2007a; CANI et al., 2007b).

Em relacdo aos possiveis mecanismos de agdo dos ingredientes
prebiodticos, dados obtidos em ratos obesos 0b/ob mostraram que eles aumentam
a produgdo de um peptideo intestinal secretado por células endocrinas do colon,
ou seja, o GLP-2, o qual desempenha papel sobre o proprio tecido intestinal,
restaurando a expressdo das proteinas de juncdo tecidual, e, assim, diminuem a
permeabilidade intestinal, endotoxemia e desordens metabolicas associadas
(CANI et al., 2009a), o qual ¢ modulado pela microbiota intestinal (MUCCIOLI
etal., 2010).

A secrec@o de outros peptideos intestinais também faz parte dos efeitos

dos carboidratos fermentaveis com propriedades prébioticas sobre a obesidade e
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doengas correlacionadas, podendo ocorrer aumento na producdo e na secrecio
de peptideos anorexigenos, peptideos semelhante ao glucagon 1 (GLP-1) e
peptideo YY (PYY), e redugdo do peptideo anorexigeno grelina. Esses efeitos
associados a melhora da fun¢do de barreira intestinal por acdo do GLP-2 e
consequente redu¢do dos niveis de LPS plasmatico proporcionaria melhora da
tolerancia a glicose e reducdo do processo inflamatério (CANI et al., 2009a).

Corroborando estes dados, Everard et al. (2011) observaram que o
tratamento com prebiodtico do tipo oligofrutose em camundongos obesos por
indugdo com dieta rica em gordura melhora a distribui¢do de zonula occludens
(ZO-1) e occludin, proteinas relacionadas a fung¢do de barreira intestinal, bem
como a reducdo de RNAm de marcador inflamatorio interleucina 1 (IL-1).
Ademais, neste mesmo estudo, constataram melhora na tolerancia a glicose,
aumento no numero de células-L e niveis plasmaticos de peptideo semelhantes
aos de glucagon-1 (GLP-1), bem como redu¢do no desenvolvimento de gordura
corporal, estresse oxidativo e inflamacao de baixo grau.

Em alguns experimentos mostrou-se que o mecanismo de liberagdo de
peptideos intestinais poderia ser diretamente dependente da produgdo de AGCC
apos fermentacdo pela microbiota intestinal. Os autores propuseram que o
acetato pode desempenhar papel crucial neste mecanismo. A modulacdo de
AGCCs plasmaticos relacionou-se com alteragdes nos peptideos intestinais que
regulam o apetite, bem como com a reducdo de marcadores inflamatdorios em
individuos resistentes a insulina (FREELAND; WILSON; WOLEVER, 2010;
FREELAND; WOLEVER, 2010).

Ademais, os dados recentes sugerem que o butirato ¢ capaz de melhorar
a sensibilidade a insulina e¢ o dispéndio de energia nos roedores, apoiando,
assim, a hipotese de que, além das alteragdes na composi¢do da microbiota
intestinal, o padrdo de fermentagdo pode também ser importante (GAO et al.,

2009).
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3.11 Efeitos prebitticos e regulacdo da ingestdo de alimentos, massa de

gordura e peso corporal

Numerosos dados tém descrito o efeito da ingestdo de prebidticos
(frutoligossacarideos), principalmente com concentragdes que variam entre 5% e
10% na alimentacdo, sobre a evolugdo do peso corporal e a massa gorda em
modelos animais (CANI et al, 2007a; CANI; DELZENNE, 2009;
JUSKIEWICZ et al., 2006; REIMER; RUSSELL, 2008; ZDUNCZYK;
JUSKIEWICZ; ESTRELLA, 2006).

A diminuicdo da massa de gordura, por vezes, ocorre sem efeito
significativo sobre o peso do corpo e tem sido observada em todos os tipos de
tecido adiposo branco (periepididimario, visceral e ou subcutineo). Em
numerosos estudos de modelos de roedores, essa diminuicdo da massa gorda
apés alimentacdo com ingredientes que apresentam efeito prebidtico foi
associado com reducdo de ingestdo de alimentos/energia (ROBERFROID et al.,
2007).

Todavia, a reducdo na ingestdo de alimentos/energia ndo ¢ observada
quando os prebidticos frutanos tipo inulina (ITF) sdo substituidos por fibra
dietética ndo fermentavel (celulose microcristalina), o que sugere que a
fermentacdo de frutanos no cédlon desempenha um papel na modulagdo da
ingestdo de alimentos (CANI; DELZENNE, 2009; DAUBIOUL et al., 2002).

A diminui¢do do consumo de alimentos relacionada ao tratamento com
prebiodticos em animais pode ser ligada a modulagdo de peptideos gastrintestinais
envolvidos na regulacdo da ingestdo de alimentos, os quais sdo produzidos pelas
¢lulas L endocrinas do trato gastrintestinal, e a expressdo de genes proglucagon
nestas células que leva a secrecdo de diferentes peptideos, tais como GLP-1,
GLP-2, grelina e oxintomodulina, envolvidos na regulacdo da ingestdo de

alimentos e consumo de energia (HABIB et al., 2011).
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Em humanos saudaveis, a alimentacdo com 16 g por dia de ITF de cadeia
curta promove saciedade apds almogo e jantar. Isto é acompanhado por uma
reducdo de 10% no consumo de energia (CANI et al., 2006b).

Diversos dados obtidos em ratos e camundongos mostram que ITF de
baixo grau de polimerizacdo reduz a ingestdo de alimentos, o ganho de peso
corporal e o desenvolvimento da massa gorda. Estas caracteristicas estdo
associadas a um significativo aumento dos niveis plasmaticos de peptideos
anorexigenos GLP-1 e PYY. Alguns dados também indicam um decréscimo no
nivel sérico de grelina orexigena em fun¢@o da alimentag@o prebidtica (CANI;
DEWEVER; DELZENNET, 2004; CANI et al., 2009b; REIMER; RUSSELL,
2008).

No entanto, Hess et al. (2011) realizaram um estudo sobre o efeito do
consumo de doses aceitaveis de FOS de cadeia curta, sendo, no maximo, 16 g por
dia, em relagdo as respostas de saciedade em humanos sauddveis e ndo
constataram diferencas nos padrdes de saciedade e fome, embora a concentragao
de hidrogénio da respiragdo, marcador de fermentagdo, tenha sido proporcional

as doses de FOS de cadeia curta fornecidas.

3.12 Efeitos de prebioticos sobre a homeostase glicémica

Frutanos tipo inulina melhoram a homeostase de glicose em ratos ou
camundongos em varias condi¢cdes nutricionais, ¢ genéticas. Essa resposta
glicémica pode ser explicada pelo aumento da secrecdo de insulina ou
sensibilidade a insulina, dependendo do modelo utilizado (CANI et al., 2006a;
ROBERFROID et al., 2007).

Em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina, a alimentagdo com
prebidticos melhora a tolerancia a glicose e eleva a insulina plasmatica. O

tratamento com ITF permite uma restauracdo parcial da massa de células B e
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insulina pancreatica, além de aumento nos niveis de GLP-1 (CANI et al.,
2005a), que tem demonstrado aumentar a diferenciacao de células 3. Resultados
semelhantes foram obtidos por Habib et al. (2011), quando trataram ratos
diabéticos com farinha de yacon, fornecendo 340 ¢ 6.800 mg de FOS por kg de
peso corporal. A menor dose foi ainda mais efetiva em relacdo ao aumento nos
niveis de GLP-1, o qual pode ser responsavel pelo aumento na massa de células
3 e insulina pancreética.

Além disso, pode-se acrescentar a contribuicdo da diminui¢do do grau
de inflamag¢do por consumo de prebidticos, os quais elevam o numero de
bifidobactérias e lactobacilos no intestino (POMPEI et al., 2008). Esse aumento
se correlaciona positivamente com a redug¢do do processo inflamatdrio por
diminui¢do nos niveis de citocinas e, consequentemente, melhora de marcadores
da homeostase de glicose (BASTARD et al.,, 2006; CANI et al., 2007b;
MOREIRA et al., 2012).

Adicionalmente, a alta fermentabilidade de fibras prebiodticas pela
microbiota intestinal causa acidificacdo do ileo, ceco e colon, favorecendo a
dissociagdo de minerais como calcio e magnésio das fibras alimentares, os quais
poderiam estar a elas agregados, favorecendo a absor¢do destes por difusdo
passiva. O aumento da biodisponibilidade do Ca* e Mg*" poderia ocorrer
também pela transferéncia desses minerais do intestino delgado para o grosso,
juntamente com o efeito osmotico dos FOS, o que resultaria na transferéncia de
dgua para o intestino grosso, permitindo, assim, que se tornem mais soluveis.
Além das inameras fungdes vitais desempenhadas pelo Ca*" e Mg®', em especial
em obesos e diabéticos, estudos t€ém demonstrado aumento da capacidade
secretoria de insulina pelas ilhotas pancreaticas, além de maior sensibilidade a
insulina, tanto em humanos como em animais portadores de diabetes mellitus
tipo 2. Da mesma forma, o Mg”" contribui para a metabolizagio adequada da

glicose para atuar como cofator de diversas enzimas envolvidas nesse processo,
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a exemplo das enzimas hexoquinase e glicoquinase na fase preparatoria da
glicolise, além de outras envolvidas nessa via (CINTRA; ROPELLE; PAULI,
2011).

3.13 Efeitos de prebidticos sobre os niveis lipidémicos

Ingredientes que apresentam efeito prebiodtico sdo capazes de modular o
metabolismo de lipidos hepaticos em roedores, resultando em alteragdes no
acumulo de triacilglicerdéis no figado (esteatose) ou lipideos plasmaticos
(DELZENNE; CANI, 2008).

As fibras prebidticas sdo soluveis e fermentaveis pela microbiota
intestinal e estas caracteristicas se relacionam ao tradicional mecanismo
proposto, pelo qual a fibra soluvel age, formando emulsdo estavel do tipo gel e
complexando gordura alimentar, o que impede a hidrélise de gordura pela lipase
pancreatica (ARTISS et al., 2006).

Foi proposto também que os efeitos sobre o metabolismo dos lipideos
sdo devido a inibi¢do da sintese de novo de acido graxo. As fibras prébioticas
sdo capazes de regular negativamente enzimas hepaticas lipogénicas,
especificamente acido graxo sintase (FAS), por meio do aumento da produgio
do acido graxo de cadeia curta, propionato (DELZENNE; WILLIAMS, 2002).

De acordo com Levrat et al. (1994), a relacdo entre o metabolismo de
colesterol e as fibras prebidticas deve-se a fermentabilidade destas ultimas e sua
capacidade de modulacdo da microbiota intestinal. Os acidos graxos de cadeia
curta (AGCC) sao relacionados ao metabolismo do colesterol e as fibras
prebidticas aumentam os AGCC no ceco, expondo o figado a elevadas
concentragdes de acido propidnico e deprimindo respostas colesterolémicas. In

vitro, em hepatécitos de ratos, o propionato inibe competitivamente o acetato,
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atenuando os seus efeitos sobre a via colesterogénica (DELZENNE;
WILLIAMS, 2002).

A adicdo de oligofrutose e inulina na dieta esta associada ao aumento de
bifidobactérias e lactobacilos (POMPEI et al., 2008). In vitro, cepas de
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium bifidum demonstram melhora da
desconjugacdo de 4cido biliar e colesterol, assim, aumentando a precipitagcdo
destes, o que leva a menor absor¢do (KLAVER; VAN DER MEER, 1993).

Geralmente, a acidificagdo do conteudo cecal torna os acidos biliares e
colesterol insoluveis (LEVRAT et al., 1994; REMESY et al., 1993). Portanto,
menos bile seria reabsorvida no intestino, as concentragdes séricas diminuiriam
e menos acido biliar atingiria o figado através da circulagdo entero-hepatica. O
figado compensaria com o aumento da producdo de bile a partir de uma maior
captagdo de colesterol, reduzindo seus niveis séricos (RODAS; GILLILAND;
MAXWELL, 1996; PEREIRA; GIBSON, 2002b).

Reducdo nos niveis de triacilgliceridemia foram observados apos
administracdo de frutanos para ratos alimentados com dieta rica em lipideos,
contudo, os frutanos ndo evitaram o acumulo hepatico de triacilglicerdis e
lipogénese (KOK; TAPER; DELZENNE, 1998). Em contraposi¢do, em ratos
obesos Zucker, a suplementagao dietética de ITF diminuiu a esteatose hepatica,
sem efeito sobre a triacilgliceridemia pos-prandial, quando adicionados a dieta
padrao (DAUBIOUL et al., 2000). Este efeito pode ser, principalmente, por
menor disponibilidade de acidos graxos livres provenientes do tecido adiposo,
uma vez que a massa de gordura corporal e o peso foram reduzidos pelo
tratamento.

Em cées obesos, o tratamento por seis semanas com frutanos de cadeia
curta foi capaz de aumentar a expressdo da proteina desacopladora 2 e carnitina

palmitoiltransferase 2 no tecido adiposo, sugerindo, assim, maior oxidagdo de
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substrato no adipdcito, que ocorreu sem qualquer alteragdo significativa da
triacilgliceridemia (RESPONDEK et al., 2008).

A diminuicdo da sintese de TAG em func¢do do consumo de compostos
prebidticos dietéticos pode estar ligada a alguns eventos, tais como: diminui¢ao
na glicemia, uma vez que a glicose (em conjunto com a insulina) estd envolvida
na lipogénese e regulacdo do metabolismo lipidico por acdo dos AGCC
produzidos pelo processo de fermentagdo (ROBERFROID et al., 2007).

A elevada propor¢do de propionato produzido no ceco, que chega ao
figado através da veia portal, €, pelo menos em animais, um evento chave para
explicar a menor sintese hepatica de TAG (DELZENNE et al., 2002). O AGCC
acetato, quando fornecido na dieta de ratos diabéticos, com uma dose de 0,5%
durante 8 semanas, ativa AMPkinase no figado, um fenomeno que esta
relacionado com a inibig¢do da lipogénese de novo (SAKAKIBARA et al., 2006).

O efeito da suplementagdo de ITF na lipogénese também foi
demonstrado em humanos, tendo a capacidade da sintese hepatica de TAG sido
reduzida por esses ingredientes prebidticos (DIRAISON; MOULIN; BEYLOT,
2003).

3.14 Frutanos

Frutanos incluem inulina e frutoligossacarideos. O grau de
polimerizagdo pode influenciar algumas propriedades desses produtos, como a
digestibilidade, a atividade prebidtica, o valor calérico, o poder adogante, a
capacidade de ligagdo de agua, etc. (LOPEZ-MOLINA et al., 2005; VAN DE
WIELE et al., 2007).

Os frutanos sdo carboidratos de reserva, que contém até 70 unidades de

frutose ligadas ou ndo a uma molécula de sacarose terminal, podem ter uma
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estrutura linear ou ramificada, mantidas juntas por ligagcdes frutosil-frutose
(PEDRESCHI et al., 2003; ROBERFROID; DELZENNE, 1998).

A inulina e os frutoligossacarideos (FOS) sdo dois exemplos de frutanos
do tipo inulina, os quais sdo polimeros lineares de D-frutose, ligados por uma
ligacdo glicosidica B (2-1), muitas vezes com uma por¢ao de glicose terminal
que esté ligada por uma ligagdo glicosidica B (1-2), tal como na sacarose.

O grau de polimerizag¢do (DP) de oligofrutose (FOS) varia entre 2 e 10,
enquanto a inulina pode ser de 60 ou mais. As ligagdes  (2-1) destes frutanos
impedem a sua digestdo na parte superior do trato gastrintestinal humano e sdo
responsaveis pelo seu valor calérico reduzido e efeitos semelhantes ao de fibras
dietéticas. Quando eles chegam no colon, esses frutanos sdo seletivamente
metabolizados por bifidobactérias, produzindo B-frutofuranosidases que
hidrolisam esses componentes.

A alta especificidade dos FOS como substratos para bifidobactérias
resulta da atividade das enzimas B-frutosidases (inulinases) associadas a células
especificas, as quais hidrolisam monémeros de frutose da extremidade ndo
redutora da cadeia de inulina ou de determinados agucares em que o residuo de
frutose ocorre na posicdo PB(2-1). Essas hidrolases sdo produzidas por alguns
bolores e leveduras e so esporadicamente por bactérias (BIEDRZYCKA;
BIELECKA, 2004).

Frutanos tipo inulina sdo amplamente distribuidos em algumas plantas
comestiveis, incluindo alho, espargos, chicdria, alho-por6, cebola, trigo, banana,
aveia, soja, alcachofra-de-jerusalém e alcachofra, como carboidratos de
armazenamento (KAUR; GUPTA, 2002; ROBERFROID et al., 2007).

Frutanos tipo inulina (inulina e frutoligossacarideos) sdo considerados
"ingredientes funcionais”, pois o consumo regular dentro de uma dieta
equilibrada tem sido correlacionada com a melhoria da qualidade de vida por

meio de performances fisiologicas, psicologicas e comportamentais
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(ROBERFROID, 2007). Possuem efeito prebidtico, estimulando o crescimento
e/ou atividade especificos de um nimero limitado de bactérias benéficas do
colon do hospedeiro, assim como a inibicdo do crescimento de agentes
patogénicos e microrganismos prejudiciais (ROBERFROID, 2007). A
combinagdo de prebidticos e probioticos deu origem aos chamados
"simbioticos", prometendo propriedades saudaveis (BURITI et al., 2007; POOL-
ZOBEL; SAUER, 2007).

Os FOS sdo considerados como prebioticos e, especificamente, os
efeitos prebidticos de FOS de yacon foram demonstrados in vitro, mostrando
que sdo fermentados seletivamente por bifidobactérias e lactobacilos
(PEDRESCHI et al., 2003). Segundo Fooks, Fuller e Gibson (1999),
bifidobactérias fermentam seletivamente os frutanos, preferencialmente a outras
fontes de carboidratos, como o amido, a pectina ou a polidextrose.

Quando carboidratos ndo digeriveis sdo fermentados no célon humano,
acidos graxos de cadeia curta (AGCC), principalmente acido acético, propidnico
e butirico) e gases (CO,, CH,4 e H,) sdo formados.

Devido aos relatos ja existentes na literatura, alimentos que sejam fontes
de ITF podem ser utilizados para a extracdo destes componentes bioativos para
serem acrescidos em produtos alimenticios, tais como cereais, produtos de
confeitaria, biscoitos, alimentos infantis, iogurtes, paes, molhos ¢ bebidas, entre
outros (ROBERFROID et al., 2007).

Estima-se que, no meio-oeste da Holanda, o consumo diario de FOS seja
entre 2 a 12 g por dia per capita (HARTEMINK; VANLAERE; ROMBOUTS,
1997). No Japio, o consumo diario estimado ¢ de 13,7 mg. kg de peso corporal
por dia (SPIEGEL et al., 1994). Todavia, a aprovagdo de FOS no Japao
estabeleceu como consumo diario maximo aceitavel cerca de 0,8 g kg de peso
corporal por dia. Neste pais, encontra-se o maior mercado de FOS, com um

volume comercializado de mais de 400 toneladas, em 1990, de acordo com Yun
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(1996), mostrando que os oligossacarideos sdo um dos produtos mais populares

como alimentos funcionais neste pais.

3.15 Yacon (Smallanthus sonchifolius)

Inicialmente, o yacon foi classificado, por Poeppig & Endlicher, como
Polymnia sonchifolia. Contudo, em 1978, H. Robinson reestabeleceu ¢ o
incorporou ao género Smallanthus, consagrando seu nome botanico Smallanthus
sonchifolius, espécie da familia Asteraceae (VALENTOVA; ULRICHOVA,
2003).

Smallanthus sonchifolius, yacon, originario da América do Sul, tornou-
se mundialmente popular pelo fato de seus tubérculos conterem beta-1, 2-
oligofrutanos como os sacarideos principais (BIBAS-BONET et al., 2010).

O cultivo de yacon foi expandido para varios paises, como Nova
Zelandia, Japdo, Coreia, México, Estados Unidos, Russia, Estonia, Taiwan e
Brasil, nas ultimas décadas, e a producdo, na regido andina e em outros paises,
tem aumentado, devido as propriedades medicinais de ambas as supostas raizes e
folhas (CAMPOS et al., 2012; FERNANDEZ et al., 2006).

Algumas das vantagens do cultivo de yacon para os produtores e 0 meio
ambiente foram apontadas por Grau e Rea (1997). Segundo os autores, o yacon
apresenta alta produtividade, ¢ adaptavel a uma extensa gama de climas e solos,
permite controle da erosdo, apresenta potencial uso como forrageira (tanto as
partes subterraneas quanto as aéreas), ¢ passivel de extensa variedade de
processamentos alternativos e apresenta boa durabilidade pos-colheita se
armazenado adequadamente. O rendimento por tonelada no campo é também
muito superior ao dde fontes convencionais de FOS atualmente utilizadas

(OJANSIVU; FERREIRA; SALMINEN, 2011).
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A maturidade fisiologica da planta € alcancada entre 6 ¢ 10 meses apds o
plantio, quando as flores comecam a desabrochar, e este fator depende da zona
onde a planta ¢ cultivada. Em altitudes mais baixas, a maturidade ¢ adiantada
(SANTANA; CARDOSO, 2008).

Tem sido demonstrado em estudos que o melhor periodo para a colheita
de yacon em regides tropicais € entre a semana 31 e a 35 apds o cultivo, em
relacdo a concentragdo de frutanos e sua propor¢do em relagdo a mono e a
dissacarideos (OLIVEIRA; NISHIMOTO, 2004). As plantas de yacon
apresentam elevada atividade hidrolitica na fase de maturagdo das raizes
tuberosas, contribuindo para a predominancia de frutoligossacarideos de baixo
grau de polimerizagdo (DP<10) em vez de frutanos fermentaveis a longo prazo
(DP>10) (ITAYA; CARVALHO; FIGUEIREDO-RIBEIRO, 2002; LOBO et al.,
2007).

Sua composigdo tem como principais substancias agua e carboidratos, os
quais sdo armazenados, principalmente, sob forma de frutoligossacarideos
(FOS), sendo estes em cerca de 40% a 70% do peso seco, e existem também de
15% a 40% de aglcares simples, como sacarose, glicose e frutose
(MANRIQUE; HERMANN; BERNET, 2004). O percentual de dgua das raizes
situa-se em torno de 83% a 90% do peso fresco. Devido ao alto contetdo de
agua, o valor energético da raiz ¢ baixo (LACHMAN et al., 2004).

Diferentemente da maioria de tubérculos e raizes que armazenam
carboidratos na forma de amido, o yacon armazena, essencialmente,
frutoligossacarideos (FOS), ac¢tcares que ndo podem ser digeridos diretamente
pelo organismo humano devido a auséncia de enzimas necessarias para o
metabolismo destes elementos e sdo considerados compostos bioativos na
alimentag¢do humana (ALFARO; VIDAL, 2005).

Suas raizes tuberosas sdo consumidas frescas ou cozidas, na forma de

sucos e também desidratadas na forma de farinhas e tém sido consideradas um
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alimento funcional, devido as grandes quantidades de frutanos (isto é, a inulina
e, principalmente, frutoligossacarideos) (VALENTOVA et al., 2006). Estes
oligossacarideos sdo conhecidos como sendo ndo téxicos, ndo digeriveis e doces
(NARAI-KANAYAMA; TOKITA; ASO, 2007).

No Japao e no Brasil existem muitos produtos de yacon processados,
como, por exemplo, fatias das tuberas secas ao ar, farinha de yacon e xarope de
yacon (HERMANN; FREIRE; PAZOS, 1999; VALENTOVA et al., 2006).

Os efeitos prebidticos de farinha de yacon, de estimular o crescimento
das bifidobactérias e lactobacilos, foram verificados por Bibas-Bonet et al.
(2010), uma vez que modificaram o perfil da microbiota intestinal, elevando a
concentragdo desses tipos de microrganismos. Esses FOS de baixo grau de
polimerizagdo sdo, preferencialmente, fermentados por bactérias probidticas,
especialmente Bifidobacterium animalis (VAN DER MEULEN, AVONTS;
VUYST, 2004; PEDRESCHI et al., 2003).

Ao contrario de outras fontes de FOS, o yacon é muito rico nestes
componentes ¢ uma dose eficaz é assegurada pelo consumo de apenas uma
quantidade moderada de raiz, além de ser muito palatavel, pois apresenta sabor
adocicado, assemelhando-se a uma combinagdo de mag¢a e melancia (HERBAL
GUIDES, 2010). Dessa forma, torna-se uma interessante fonte alimentar para
ingestdo de quantidades importantes de FOS na dieta diaria.

O yacon tem despertado grande interesse em relagdo ao seu efeito
antidiabético, pois, possivelmente, pode modular a concentracdo plasmatica de
insulina e inibir a gliconeogénese hepatica (GENTA et al., 2009; HABIB et al.,
2011). Portanto, esta raiz € interessante para ser utilizada por diabéticos e servir
como importante ferramenta para controle de peso, pois pode ser utilizada como
adogante com valor calorico relativamente baixo.

Além disso, yacon e seu suco apresentam baixo e médio indice

glicémico (TRINIDAD et al., 2010), respectivamente, o que torna essa raiz uma
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fonte alimentar alternativa para balango do indice glicémico de dietas. Esse fato
também foi observado quando farinha da polpa de yacon foi administrada em
diferentes concentragdes em estudo com ratos, apresentando redugdo do 1G das
dietas, proporcional a adi¢ao da farinha da polpa de yacon (RIBEIRO, 2008).

O efeito prebiotico de FOS de yacon foi testado in vivo, em porcos,
quando fornecida dieta rica em FOS (11,9% de farinha de yacon com 42% de
FOS), que promoveu o crescimento de lactobacilos e bifidobactérias, resultando
em niveis elevados de acidos graxos de cadeia curta no material cecal ¢ melhoria
da densidade das células e formagao de criptas no tecido cecal, sendo indicativo

de beneficios para a satde do colon (CAMPOS et al., 2012).

3.16 Substancias bioativas com atividade antioxidante no yacon e possiveis

efeitos sobre inflamacgdo e homeostase glicemica

As plantas sdo excelentes fontes de substincias bioativas, incluindo
antioxidantes, que agem como captadores de radicais livres ou agentes quelantes
de metais. Estes compostos sdo capazes de prevenir os efeitos prejudiciais do
estresse oxidativo (BIANCHI; ANTUNES, 1999; TOUNSI et al., 2011). Os
compostos fenodlicos encontram-se entre as substancias bioativas com fungdo
antioxidante e, no yacon, sdo encontrados, principalmente, na forma de taninos,
acidos fenolicos e alguns flavonoides (ARNAO et al., 2011; JAUREGUI et al.,
2007; VALENTOVA et al., 2006).

Em adi¢do ao efeito prebidtico do yacon, ha relatos de seu efeito
antioxidante (CAMPOS et al., 2012; CASTRO et al., 2012; TAKENAKA, 2003;
YAN et al., 1999), capaz de evitar efeitos deletérios do estresse oxidativo.

O yacon tem consideravel contetido de fenolicos totais (JARUEGUI et
al., 2007; LACHMAN et al., 2005; LACHMAN et al., 2007). Alguns autores
tém confirmado a presenca de compostos fenolicos (SIMONOVSKA et al.,
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2003), como acido clorogénico, acido fertlico e acido cafeico, tanto nas folhas
como nas raizes tuberosas de yacon. Takenaka (2003) identificou cinco
derivados do acido cafeico em raizes de yacon.

Os compostos fendlicos dietéticos encontrados em cereais tém mostrado
modular a atividade do fator nuclear kappa B (NF-xB) (GUO et al., 2008; HOLE
et al., 2009; HOLE et al., 2012; SUR et al., 2008), que ¢ um fator de transcri¢do
envolvido na regulacdo de genes pro-inflamatorios e desempenha papel crucial
no controle de processo de imunidade inata, apoptose, proliferagio e
sobrevivéncia celular. O aumento da ativagdo deste fator tem sido notado em
canceres ¢ doencas inflamatorias cronicas em humanos (BHARTI;
AGGARWAL, 2002; ESCARCEGA et al., 2007).

Além disso, é conhecido que os niveis elevados de radicais livres e uma
diminui¢do nos mecanismos de defesa antioxidante podem levar ao
desenvolvimento de resisténcia a insulina e a complicagdes do diabetes mellitus
tipo 2 (MARITIM; SANDERS; WATKINS, 2003). Portanto, estes compostos
antixiodantes podem contribuir, pelo menos em parte, para a melhoria da
resisténcia a insulina.

Por outro lado, Everard et al. (2011) observaram que o tratamento de
camundongos obesos por inducdo de dieta rica em gordura com prebiodtico do
tipo oligofrutose reduziu o estresse oxidativo, com redugdo de cerca de 50% do
teor de peroxido lipidico no tecido adiposo. A inflamag¢ao de baixo grau também
foi diminuida pelo tratamento com o prebiotico. Esses dados suportam a ligagdo
entre o estresse oxidativo e os distiirbios metabdlicos decorrentes da obesidade.

Diante destes fatos, estudos podem ser realizados para avaliar o efeito do
consumo de yacon, fonte de compostos fenodlicos e frutanos, sobre a resisténcia a

insulina e a inflamacdo consequentes da obesidade.
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4 MATERIAL E METODOS

As andlises quimicas, microbioldgicas e o ensaio in vivo foram
realizados no Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal
de Lavras (UFLA), em Lavras, MG. As analises moleculares foram conduzidas
no Laboratorio de Sinalizagdo Celular da Faculdade de Ciéncias Médicas da

Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), em Campinas, SP.

4.1 Yacon

As raizes de yacon (Smallanthus sonchifolius) foram adquiridas nas
Centrais de Abastecimento de Minas Gerais S.A. (CEASA), em Contagem, MG.

As raizes foram armazenadas, a -20 °C, até o momento de uso.

4.1.1 Obtencdo da farinha de yacon

A elaboracdo da farinha da polpa de yacon foi realizada segundo
metodologia proposta por Ribeiro (2008), com adaptagoes.

Inicialmente, as raizes foram lavadas e escovadas em agua corrente,
sendo posteriormente colocadas em solugdo de hipoclorito de sodio 100 mg. L™,
Em seguida, foram descascadas e novamente imersas em solugdo de hipoclorito
de s6dio 50 mg.L™', para controle de contaminagio microbiolégica. Entdo, foram
cortadas em laminas de 1 mm e submetidas a secagem em estufa com ventilagado
forcada, a 55 °C, por 48 horas.

As polpas secas foram trituradas em aparelho multiprocessador até a
obtenc¢do de produto com caracteristica de farinha, a qual foi acondicionada em
embalagens de polietileno a vacuo e armazenada, a -20 °C, até o momento das

analises quimicas e a elaboragdo das ragdes experimentais. Todavia, amostras
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foram retiradas antes do congelamento para a realizacdo de analises
microbiolégicas, no intuito de confirmar a auséncia de microrganismos que
pudessem prejudicar a qualidade da farinha de yacon para o estudo in vivo.
Foram conduzidas analises de vida 1til do produto, nas quais houve contagem de

coliformes totais, fungos e leveduras, Staphilococcus aureus e Bacillus cereus.

4.1.2 Rendimento da farinha de yacon

Para o célculo de rendimento da farinha elaborada com raizes de yacon,
estas foram separadas, selecionadas e pesadas e, em seguida, submetidas a
desidratagdo. Apds a obtencdo da farinha, ela foi pesada e, entdo, calculado o

percentual de rendimento.

4.1.3 Composigéo centesimal da farinha de yacon

A composicdo centesimal da farinha de yacon foi realizada conforme
metodologia proposta pela Association of Official Analytical Chemists (1990).

A umidade foi determinada pelo método gravimétrico com emprego de
calor, que se baseia na perda de peso do material quando submetido ao
aquecimento (105 °C) até peso constante.

Para a obtengdo do extrato etéreo foi utilizado o método de Soxhlet
(gravimétrico), baseado na perda de peso do material submetido a extracdo com
éter, ou na quantidade de material solubilizado pelo solvente.

A proteina bruta foi determinada pelo método de Kjeldahl, por meio da
determinacgdo do nitrogénio do alimento, multiplicando-se pelo fator 6,25.

O residuo mineral fixo (cinzas) foi determinado submetendo-se as

amostras ao aquecimento, a 550 °C.
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A analise de fibra alimentar total (FAT), soluvel (FAS) e insolivel (FAI)
foi realizada seguindo-se as técnicas propostas pela Association of Official
Analytical Chemists (2000), que se baseiam nas analises enzimatico-
gravimétricas e utilizando-se o kit Dietary fiber total, marca Sigma®.

O teor de frutanos foi determinado por método enzimatico-
colorimétrico, em que a extracdo da amostra € feita com agua quente (85 °C, por
10 minutos, pH 6,5-8,0) ¢ a amostra ¢ tratada com sacarase e maltase. Outra
parte do hidrolisado ¢ tratada com frutanase e os aglicares resultantes em cada
uma das hidrélises foram medidos com o complexo hexoquinase/fosfo-glicose-
isomerase/glicose-6-fosfato-desidrogenase (Figura 5). O conteudo de frutanos se
calcula por diferenca entre ambas as determinagoes (MCCLEARY; MURPHY;
MUGFORD, 2004).

O extrato ndo nitrogenado (ENN) foi determinado por diferenca dos
valores encontrados para umidade, extrato etéreo, proteinas, cinzas e fibras, em

100 g do produto.
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Amostra

A 4

Extracéo
(agua quente, pH 6,5-8, 10 min, 85 °C)

A 4

Hidroélise de sacarose e maltodextrinas
(sacarase-maltase, 30 min, pH 4,5, 60 °C)

o T~

Hidrélise de frutanos Analise de agucares (B)
(frutanase, 30 min, 60 °C) (enzimatico-UV)

A 4

Analise de acucares (A)
(enzimatico-UV)

Frutanos=A-B

Figura 4 Método enzimatico-colorimétrico para determinagdo de frutanos

4.1.4 Determinacgdo de fendlicos totais e atividade antioxidante da farinha

de yacon

Fenolicos totais

O contetdo total de fendlicos no extrato hidrofilico foi determinado
segundo o método proposto por Waterhouse (2002), utilizando-se o reagente
Folin-Ciocalteu. Resumidamente, 0,5 mL de extrato das amostras foram
adicionados a tubos contendo 2,5 mL de reagente Folin-Ciocalteu 10% (v/v).
Entdo, adicionaram-se 2 mL de solug¢do de carbonato de sédio a 4% (v/v). Os

tubos foram agitados e incubados, por 120 minutos, no escuro. A cor azul
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produzida pela redugdo do reagente de Folin-Ciocalteu pelos fendlicos foi
espectrometricamente mensurada a 750 nm.

O conteudo de fenolicos da amostra foi calculado considerando-se como
padrdo o acido galico. Os resultados foram expressos em mg de equivalente de

acido galico por 100 g de amostra (mg GAE. 100 g de farinha de yacon).

Atividade antioxidante total

Para a determinagdo da atividade antioxidante total da farinha de yacon
foram utilizados os métodos de captura do radical DPPH e de captura do radical
ABTS. Foram preparados, para tanto, extratos das amostras, utilizando-se 3 g da
amostra ¢ adicdo de 40 mL de alcool metilico a 50%. A mistura foi
homogeneizada e incubada, por 1 hora, a temperatura ambiente. Apds este
periodo, a mistura foi centrifugada, a 23.723 g, por 17 minutos. O sobrenadante
foi coletado e 40 mL de acetona a 70% foram adicionados ao residuo.

A amostra foi, entdo, incubada, por 1 hora, seguindo-se de
centrifugagdo, a 23.713 g, por 17 minutos. O sobrenadante foi coletado e
adicionado ao primeiro sobrenadante e agua destilada foi adicionada a mistura,
para completar um volume final de 100 mL.

A mensuragdo de atividade antioxidante total pelo método de captura do
radical DPPH foi conduzida de acordo com a metodologia proposta por Rufino
et al. (2007a), com adaptagoes. Extratos das amostras (0,1 mL) ou antioxidantes
padrio (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid, Trolox; 0.1
mL) foram adicionados em uma concentragio de 0,2 mg. mL™' para 3,9 mL de
solucdo de DPPH. Apds 30 minutos, foi realizada leitura, a 515 nm, em
espectrofotometro e os resultados foram expressos como uma porcentagem de
captura de radical livre (%FRS), de acordo com a equagdo seguinte: % FRS =
(Ac - Am) * 100/Ac, em que Ac ¢ a absorbancia do controle (0,1 mL de uma

solugdo contendo metanol 50% e acetona 70% + 3,9 mL de solugdo DPPH) e
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Am ¢ a absorbancia da amostra. Para determinar AAT pelo método de captura
do radical ABTS, os procedimentos propostos por Rufino et al. (2007b) foram
adaptados. Extratos (30 pL) foram adicionados a 3 mL do radical ABTS e
leitura, a 734 nm, foi realizada ap6s 6 minutos, utilizando-se espectrofotometro.
Os resultados foram expressos como pM trolox. g' de amostra. Todas as

analises quimicas foram realizadas em quadruplicata.

4.2 logurtes probioticos

As culturas de microrganismos probioticos foram ativadas para
elaboracdo de iogurtes probiodticos, os quais foram analisados em relagdo a

viabilidade dos microrganismos probioticos e composicao centesimal.

4.2.1 Ativacdo das culturas e preparo de solugdes probiéticas

Foram utilizadas culturas comerciais liofilizadas de Lactobacillus
acidophilus (LA-5) e Bifidobacterium animalis subsp. lactis (Bb-12) (Chr.
Hansen, Dinamarca).

As culturas liofilizadas foram, separadamente, diluidas em 1 L de leite
de vaca semidesnatado do tipo UHT.

Para a ativago das culturas probiodticas ¢ a determinagdo da quantidade
de solugdo probiotica ativada que deveria ser adicionada aos iogurtes para se
atingir contagens na ordem de 10° UFC. mL™ de iogurte, foram realizados varios
pré-testes.

A ativagdo da cultura de Lactobacillus acidophilus (LA-5) foi realizada
acrescentando-se 5 mL desta cultura diluida em 50 mL (10%) de solugdo de
12% de leite de vaca em pd semidesnatado em 4gua esterilizada e incubou-se, a
37 °C, por 24 horas. Apds este periodo, a solucdo probidtica ja estava pronta

para ser adicionada aos iogurtes.
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Ja a cultura de Bifidobacterium animalis subsp. lactis (Bb-12) foi
acrescida na propor¢ao de 6 mL para 50 mL (12%) de solugdo de 12% de leite
de vaca em p6 semidesnatado em agua esterilizada e incubada, a 37 °C, por 24
horas. Apds este periodo, foram coletados 10 mL da solugdo fermentada e
adicionaram-se a 100 mL de solugdo de 12% de leite de vaca em pé
semidesnatado. Incubou-se, novamente, a 37 °C, por 24 horas. Repetiu-se este
procedimento mais uma vez, até que se completassem 72 horas de ativacdo, para

que a solugdo final pudesse ser acrescida aos iogurtes.

4.2.2 Elaboracéo dos iogurtes probiéticos

O iogurte preparado foi do tipo “batido”, utilizando-se leite de vaca
integral e cultura latica mista (starter) de Streptococcus thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. O leite foi submetido a tratamento
térmico de, aproximadamente, 83 °C, por 15 minutos, para provocar uma
concentragdo parcial. Posteriormente, foi resfriado, até cerca de 40 °C e, entdo,
foi inoculada a cultura “starter”, na propor¢do de 1:1 de Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Depois, incubou-se
até 0,65% de acidez titulavel (cerca de 4 horas). Apos esta etapa, o produto foi
resfriado e seguiu-se com a quebra da massa. Entéo, incubaram-se Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium animalis subsp. lactis como culturas probidticas,
tentando-se estabelecer uma concentragdo final na ordem de 10° UFC. g de
produto, de acordo com o proposto por Ferreira (2003).

A proporg¢do de solugdo probiodtica de Lactobacillus acidophilus foi de
25 mL para 500 mL de iogurte (5%) e a de solugdo probidtica de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis adicionada ao iogurte foi de 50 mL para

500 mL de iogurte (10%). Tais propor¢des foram adotadas apos a realizagdo de
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pré-testes, com o objetivo de se obter contagem final de 10° UFC. mL"' de

iogurte probidtico.

4.2.3 Viabilidade dos microrganismos probioticos presentes nos iogurtes

A determinagdo da populagdo de Lactobacillus acidophilus foi avaliada
utilizando-se 4gar MRS com 10% de maltose, seguida de incubagdo em
anaerobiose, a 37 °C, por 72 horas. Para a contagem de Bifidobacterium,
utilizaram-se agar MRS-LP com cloreto de litio a 0,2% e propionato de sodio a
0,3%, seguidos de incubagdo em anaerobiose, a 37 °C, por 72 horas
(VINDEROLA; REINHEIMER, 1999).

Para a avaliagdo da estabilidade microbiolégica durante o
armazenamento, as amostras de iogurte foram submetidas a avaliagdo do numero
de bactérias lacticas (probidticas) presentes nos produtos, apos 0, 7, 14 e 21 dias
da sua fermentacdo. Depois da fermentacao, as amostras foram acondicionadas
em geladeira, a 4 °C, até os respectivos dias para a avaliacdo da viabilidade
celular (VINDEROLA; REINHEIMER, 1999). Ambas as determinagdes foram

realizadas por plaqueamento em profundidade.

4.2.4 Determinagdo da composicao centesimal dos iogurtes probidticos

A determinacdo da composicdo centesimal foi idéntica a metodologia
utilizada para determinagdo da composicdo centesimal da farinha de yacon

(ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 1990).
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4.3 Ensaio in vivo

O ensaio in vivo foi realizado no Laboratorio de Nutrigdo Experimental,
no Departamento de Ciéncia dos Alimentos da UFLA e foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Lavras, sob o
protocolo n® 012/12.

Inicialmente, 48 camundongos swiss, machos, em fase de crescimento,
com idade inicial de 5 semanas e peso inicial médio de 29,7 g, foram submetidos
a dieta indutora de obesidade, utilizando-se dieta rica em gordura saturada
durante 8 semanas (56 dias). Esta dieta consistiu de dieta padrdo da AIN93-G
(REEVES; NIELSEN; FAHEEY, 1993), com modificagdes, sendo acrescida de
gordura animal em detrimento do amido, segundo metodologia utilizada por
Cintra et al. (2008). A composi¢do das dietas dos animais durante a fase de
inducdo de obesidade ¢ apresentada na Tabela 1.

Apos esse periodo, os animais foram pesados e 0s 42 com maior peso
(variag@o total de 42,3 g a 63,1 g) foram distribuidos nos diferentes grupos, de
modo que ndo houvesse variagdo na média de peso entre os grupos de animais
que sofreram inducdo de obesidade. A média de peso obtida para os animais dos

diferentes grupos foi de 49,3+0,39 g, ao inicio dos tratamentos.

Portanto, foram estabelecidos sete grupos de camundongos obesos ¢ um

grupo como controle ndo obeso, sendo seis animais por grupo.
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Tabela 1 Composi¢do das dietas dos animais experimentais (g/kg), durante a
fase de indugdo de obesidade

. N&o obesos Obesqs
Ingredientes AIN93-G rica em
AIN93-G
gordura saturada
g/kg
Amido de milho 427,492 115,492
Caseina 200,000 200,000
Dextrina 132,000 132,000
Sacarose 100,000 100,000
Oleo de soja 40,000 40,000
Gordura animal 0,000 312,000
Celulose 50,000 50,000
Pré-mix mineral 35,000 35,000
Pré-mix vitaminico 10,000 10,000
L-Cistina 3,000 3,000
Bitartarato de colina 2,500 2,500
Terbutilhidroquinona 0,008 0,008
Total (g) 1.000,0 1.000,0
kcal 3.802,8 5.358,0

Durante o experimento, os animais foram mantidos individualmente em
gaiolas de polipropileno e sob temperatura ambiente controlada de 2312 °C e
ciclo claro-escuro de 12 horas.

O estudo foi conduzido num periodo total de 86 dias, sendo 56 dias de
indugdo de obesidade e 30 dias de tratamento com as dietas teste.

Ao inicio dos tratamentos, os animais ja se encontravam na fase adulta e
receberam agua ad libitum e dietas modificadas a partir do padréo elaborado por
Reeves, Nielsen ¢ Faheey (1993) do American Institute of Nutrition (AIN) para a
fase de manutengdo (AIN93-M). Os grupos de animais experimentais foram
divididos e tratados da seguinte forma: CT - controle ndo obeso - dieta padrdo
com modificagdes (AIN93-M); HF- controle obeso- dieta AIN-M com alto teor
de gordura saturada; L: dieta AIN93-M com alto teor de gordura saturada e
iogurte probidtico com Lactobacillus acidophilus por gavagem; B: dieta AIN93-
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M com alto teor de gordura saturada e iogurte probidtico com Bifidobacterium
animalis por gavagem; L+B: dieta AIN93-M com alto teor de gordura saturada
e iogurte probidtico com Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis
por gavagem; L+Y: dieta AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida
de farinha de yacon e iogurte probidtico com Lactobacillus acidophilus por
gavagem; B+Y: dieta AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida
farinha de yacon e iogurte probidtico com Bifidobacterium animalis por
gavagem; L+B+Y: dieta AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida
de farinha de yacon e iogurte probidtico com Lactobacillus acidophilus e

Bifidobacterium animalis por gavagem.

As etapas envolvidas no ensaio in vivo podem ser observadas na

Figura 6.
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Figura 5 Etapas do ensaio in vivo Legenda: CT - controle ndo obeso; HF - controle
obeso; L - AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida de iogurte
probidtico (Lactobacillus acidophilus); B - AIN93-M com alto teor de gordura
saturada acrescida de iogurte probiotico (Bifidobacterium animalis); L+B -
AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida de iogurte probidtico
(Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis); L+Y - AIN93-M com
alto teor de gordura saturada acrescida de farinha de yacon e iogurte probiotico
(Lactobacillus acidophilus); B+Y - AIN93-M com alto teor de gordura
saturada acrescida de farinha de yacon e iogurte probidtico (Bifidobacterium
animalis); L+B+Y - AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida de
farinha de yacon e iogurte probiotico (Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium animalis)



78

A ingestdo dos iogurtes probidticos foi realizada por meio de gavagem,
sendo os animais imobilizados manualmente. A administracdo dos iogurtes
ocorreu uma vez ao dia, sendo a dose/animal/via oral de 0,1g, quantidade
proporcional a uma dose de 120g de iogurte para um homem adulto pesando 60
kg. A dose de iogurte probidtico deve conter microrganismos probidticos na
ordem de 10° UFC. g de produto (MATSUBARA, 2001). A gavagem foi
realizada utilizando-se sonda de gavagem para camundongos, em ago
inoxidavel. Os grupos controle ndo obeso (CT) e controle obeso (HF) receberam
leite de vaca integral UHT por gavagem no mesmo volume que os iogurtes.

A farinha de yacon foi adicionada a dieta solida e a quantidade foi
estabelecida de acordo com a concentragdo de frutanos presentes na farinha,
utilizando-se a dose de frutanos de 340 mg. kg™ por dia por animal, a qual
equivale a uma dose de 44 g de farinha de yacon por dia, para um homem adulto
pesando 60 kg. Essa quantidade foi determinada baseando-se no estudo de Habib
et al. (2011), além do fato de representar uma quantia de ingestdo de farinha de
yacon diaria praticavel para humanos. A farinha de yacon foi adicionada a dieta
em detrimento ao contetido de fibra (celulose) da dieta padrio.

A composicdo das dietas experimentais da fase de tratamento ¢

apresentada na Tabela 2.



Tabela 2 Composi¢do das dietas baseadas na dieta AIN93-M, segundo Reeves, Nielsen e Faheey (1993), com
modificagdes nas fracdes fibra e lipidica, utilizadas na etapa de tratamento dos animais experimentais

CT HF L B L+B L+Y B+Y L+B+Y

Ingredientes g/kg da dieta

Amido de milho 465,692 153,692 153,692 153,692 153,692 153,692 153,692 153,692

Caseina 140,000 140,000 140,000 140,000 140,000 140,000 140,000 140,000
Dextrina 155,000 155,000 155,000 155,000 155,000 155,000 155,000 155,000
Sacarose 100,000 100,000 100,000 100,000 100,000 100,000 100,000 100,000
Oleo de soja 40,000 40,000 40,000 40,000 40,000 40,000 40,000 40,000
Gordura animal - 312,000 312,000 312,000 312,000 312,000 312,000 312,000
Celulose 50,000 50,000 50,000 50,000 50,000 43,800 43,800 43,800
Farinha de yacon - - - - - 6,200 6,200 6,200
Pré-mix mineral 35,000 35,000 35,000 35,000 35,000 35,000 35,000 35,000
Pré-mix 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000 10,000
vitaminico

L-Cistina 1,800 1,800 1,800 1,800 1,800 1,800 1,800 1,800
Bitartarato colina 2,500 2,500 2,500 2,500 2,500 2,500 2,500 2,500
TBH* 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008

Dieta g.s.p.**

*terbutilhidroquinona

Legenda: CT - controle ndo obeso; HF - controle obeso; L - AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida de iogurte
probiotico (Lactobacillus acidophilus); B - AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida de iogurte probidtico
(Bifidobacterium animalis); L+B - AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida de iogurte probiotico (Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium animalis); L+Y - AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida de farinha de yacon e iogurte
probiotico (Lactobacillus acidophilus); B+Y - AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida de farinha de yacon e iogurte
probidtico (Bifidobacterium animalis); L+B+Y - AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida de farinha de yacon e iogurte
probidtico (Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis)

6L
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O total de dieta necessario para a condugdo do experimento foi
calculado e preparado previamente ao ensaio, sendo conservado em embalagens
de polietileno, sob congelamento (-15 °C), até o dia anterior ao consumo,
quando era transferido para refrigeracdo (5 °C) e seis horas antes do

fornecimento era transferido para a temperatura ambiente.

4.3.1 Controle de ingestdo alimentar e evolucédo ponderal

O consumo de ragdo foi mensurado a cada seis dias e o desenvolvimento

ponderal dos animais, em intervalos de cinco dias.

4.3.2 Analise da glicemia de jejum, colesterol total e triacilglicerois séricos

Ao inicio dos tratamentos, apds a distribui¢do em gaiolas individuais, os
animais foram mantidos em jejum de 12 horas, para a realizagdo de analises da
glicemia capilar de jejum, colesterol total e triacilglicerois séricos, via pungao
sanguinea na cauda dos animais, utilizando-se aparelhos Accutrend® Plus e fitas
para anélise dos respectivos parametros. No 28° dia de tratamento, os animais

foram submetidos novamente a um jejum de 12 horas, para posterior avaliagdo

da glicemia de jejum, colesterol total e triacilglicerdis séricos.

4.3.3 Excrecdo fecal de lipideos

As fezes dos diferentes grupos foram coletadas separadamente, no 30°
dia de tratamento (final), para analise de contetido lipidico, utilizando-se o
método de Soxhlet (gravimétrico), que se baseia na perda de peso do material
submetido a extracdo com éter, ou na quantidade de material solubilizado pelo

solvente, conforme Association of Official Analytical Chemists (1990).
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4.3.4 Coleta de amostras e sacrificio dos animais

Ao término do experimento (30° dia de tratamento), os animais foram
submetidos a jejum por 12 horas e, em seguida, foram anestesiados com mistura
de ketamina/xylazina (50/10 mg. kg™ de peso), injetada intraperitonealmente.
Posteriormente, foi realizada uma abertura tordcica e abdominal para a coleta de
amostras por excisdo de porgdes do figado, tecido adiposo periepididimario,
intestino delgado (ileo). Portanto, os animais foram sacrificados por
exsanguinacgdo. As amostras de tecidos foram utilizadas imediatamente.

Esse experimento com animais foi conduzido segundo os Principios

Eticos na Experimenta¢io Animal (Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008).

4.3.5 Tecido adiposo periepididimario

O tecido adiposo periepididimario foi removido imediatamente apos o
sacrificio e pesado para verificar o acimulo de gordura nos animais e este foi

expresso em g de tecido adiposo por 100g de peso corporal (AN et al., 2011).

4.3.6 Investigacao de proteinas inflamatorias caracteristicas de obesidade e

proteinas envolvidas na via de sinalizacdo da insulina

Foi realizado western blotting utilizando-se amostras do figado para
mensurar os niveis de expressdo da proteina sinalizadora do processo
inflamatorio, caracteristico de casos de obesidade (citocinas pro-inflamatdrias),
sendo avaliada interleucina 1 beta (IL-18). As amostras de tecido hepatico
também foram utilizadas para quantificar a expressdo de proteinas envolvidas na
via de sinaliza¢do da insulina, a citar receptor de insulina (IR) e substrato 1 de

receptor de insulina (IRS1).
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Imunoprecipitacao

Fragmentos do figado foram homogeneizados em tampdo de
imunoprecipitagdo contendo 1% de Triton X 100, 100 mM de Tris (pH 7.,4),
100 mM de pirofosfato de so6dio, 100 mM de fluoreto de sédio, 10 mM de
EDTA, 10 mM de vanadato de sédio, 2 mM de PMSF e 0,1 mg/mL de
aprotinina, a 4 °C. O homogeneizado foi, entdo, centrifugado, a 18.590 g, por
20 minutos. No sobrenadante foi determinada a concentragdo de proteina,
utilizando-se o método de Bradford e, posteriormente, foi realizada a
imunoprecipitagdo com anticorpo  especifico. Apds incubagdo, os
imunocomplexos foram recuperados com Proteina A Sepharose 6 MB, por 2
horas, a 4 °C e decantados por centrifugacdo, por 20 minutos, a 4 °C/18.590 g.
O precipitado foi lavado trés vezes, em intervalos de 5 minutos, com tampao de
lavagem (2 mM ortovanadato de sodio, 100 mM Tris-HCl; 1 mM RDTA; 0,5%
Triton X-100). O sobrenadante foi descartado, restando apenas as proteinas

precipitadas (imunocomplexos).

Imunoblot

Os imunocomplexos foram ressuspensos em tampdo de Laemmli,
contendo 100 mmol/L de DTT. Apos rapida fervura, foram aplicados em gel de
poliacrilamida para separagdo por eletroforese (SDS-PAGE). As proteinas
separadas em SDS-PAGE foram transferidas para membrana de nitrocelulose
em aparelho de transferéncia da BIO-RAD. A membrana de nitrocelulose foi
incubada “overnight” com anticorpo especifico. A ligacdo do anticorpo a
proteinas ndo-especificas foi minimizada pela pré-incubacdo da membrana de
nitrocelulose com tampdo de bloqueio (5% de leite em pd desnatado; 10
mmol/L de Tris; 150 mmol/L de NaCl; 0,02% de Tween 20), por 1h30min. O
sinal foi detectado por tratamento com 2 mL do reagente quimioluminescente

da PIERCE, com posterior exposi¢do da membrana a filmes radiograficos
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sensiveis RX Kodak, por 10 minutos, e revelados de forma convencional. As
bandas identificadas na autoradiografia foram quantificadas por meio de
densitometria oOptica. Por meio desses métodos foi avaliada a expressdo de
citocinas pro-inflamatorias e proteinas participantes da via de sinalizagdo de

insulina.

4.4 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se os softwares
Sisvar 5.0 (FERREIRA, 2011) e R (R FOUNDATION FOR STATISTICAL
COMPUTING, 2012).

4.4.1 Composicéo quimica dos iogurtes probidticos

Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado (DIC) simples, com
quatro repeti¢des. Os resultados foram expressos com a média e desvio padrao.
Realizou-se andlise de varidncia seguida de teste de Tukey, a 5% de

significancia.
4.4.2 Estudo in vivo
Utilizaram-se DIC, analise de variancia, analise de contrastes

ortogonais, ajustes de modelos de regressdo e teste de Tukey, a 5% de

significancia.
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Consumo medio diario
Utilizou-se fatorial 8 x 5, sendo 8 tratamentos e 5 tempos (1 avaliagdo a
cada 6 dias durante 30 dias) com 6 repetigoes. Realizaram-se analise de

contrastes ortogonais ¢ ajustes de modelos de regressao.

Evolucéo ponderal
Utilizou-se fatorial 8 x 6, sendo 8 tratamentos e 6 tempos (uma
avaliacdo a cada 5 dias, durante 30 dias) com 6 repeticdes. Realizaram-se analise

de contrastes ortogonais e ajustes de modelos de regressao.

Glicemia de jejum e lipideos séricos
Utilizou-se fatorial 8 x 2, sendo 8 tratamentos e¢ 2 tempos (antes e apos
tratamentos) com 6 repeti¢cdes. Realizaram-se analise de contrastes ortogonais e

teste de Tukey.

Lipideos fecais e tecido adiposo periepididimario
Utilizaram-se trés repeticdes e realizou-se analise de contrastes

ortogonais.

Western blotting
Para quantificar as bandas especificas nos blots apresentados, foi
utilizado o programa de densitometria UN-SAN-IT®. Realizou-se teste de

Tukey.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento da farinha de yacon

A farinha de yacon elaborada apresentou rendimento médio de
7,2+1,31%, valor semelhante ao obtido por Ribeiro (2008), para farinha da polpa
de yacon (7,94%).

5.2 Composicao centesimal e frutanos da farinha de yacon

A composi¢do centesimal da farinha de yacon e o conteudo de fibra

alimentar (soluvel e insoluvel) estdo demonstrados na Tabela 3.

Tabela 3 Composicao centesimal e de fibra alimentar soluvel e insoluvel (%) da
farinha de yacon

Componentes Teor (%)
Composicdo centesimal
Umidade 11,2+0,9
Lipideos 0,6+0,1
Proteina 4,5+0,3
Fibra alimentar total 58,61+2,6
Cinzas 3,4+0,1
ENN* 21,7423
Fibra alimentar total
FAI 9,5+0,6
FAS 49,1+ 1,1
FAS nao frutanos 3,1+0,8
Frutanos 46,0+2,0

Legenda: * ENN = extrato ndo nitrogenado; FAI = fibra alimentar insoliivel; FAS = fibra
alimentar soluvel
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A farinha de yacon se destacou pelo alto teor de fibra alimentar, a qual
inclui as fragdes insoluvel, solivel e frutanos, totalizando 58,7%. Todavia,
apresentou baixo nivel de lipideos e razoavel de cinzas e proteinas.

As raizes de yacon contém entre 10% e 14% de matéria seca, sendo esta
composta por, aproximadamente, 90% de carboidratos (MANRIQUE;
PARRAGA, 2005) e a composi¢do dos agucares varia de forma significativa em
funcao de fatores como a cultivar, a época de cultivo e a colheita, o tempo e a
temperatura na pos-colheita (SEMINARIO; VALDERRAMA, 2003).

Em relagdo aos carboidratos do yacon, entre os agucares encontrados
estdo os monossacarideos frutose e glicose, e os oligossacarideos sacarose e
frutoligossacarideos, além de tracos de amido e inulina (SANTANA;
CARDOSO, 2008). De acordo com Manrique e Parraga (2005), mesmo que a
propor¢do de cada aglcar possa variar, pode-se considerar a seguinte
composicdo em base seca: 40% a 70% de FOS, 5% a 15% de sacarose, 5% a
15% de frutose e menos de 5% de glicose. Por outro lado, o contetido de
proteinas, lipideos, vitaminas e minerais das raizes ¢ bastante baixo

(SEMINARIO; VALDERRAMA, 2003).

5.3 Fendlicos totais e atividade antioxidante da farinha de yacon

Os valores médios das concentragcdes de fenodlicos totais em matéria
integral e a atividade antioxidante da farinha de yacon pelos métodos de captura
dos radicais DPPH e ABTS estdo apresentados na Tabela 4.

O teor de fenodlicos totais encontrado na farinha da polpa, no presente
estudo, foi cerca de duas vezes maior que o encontrado por Simonovska et al.
(2003) (5.700 mg GAE. kg™), ao avaliar raizes de yacon secas e por Lachman et
al. (2007) (6.200 mg GAE. kg'), em matéria seca de raizes de yacon. Por outro
lado, Jaruégui et al. (2007) obtiveram 676,4 mg GAE. kg de peso fresco da
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polpa de yacon in natura. Avaliando-se estes valores, pode-se afirmar que a
desidratacdo da polpa de yacon ¢ interessante para a concentracdo desses
compostos.

Por outro lado, o teor de fendlicos totais encontrado na farinha da polpa
de yacon (16.200 mg.kg™) foi inferior ao teor encontrado em folhas de yacon
secas, por Simonovska et al. (2003) (35.800 mg.kg') e Arnao et al. (2011)
(22.700 mgkg™'), e por Lachman et al. (2005) e Lachman et al. (2007), em
rizomas (41.600 mgkg' e 44.950 mgkg', respectivamente). Todavia, foi
superior ao obtido por Valentova et al. (2006) e Lachman et al. (2005), quando
avaliaram as folhas da yacon (2.440 mg.kg™, 14.900 mg kg™, respectivamente).

Alguns estudos tém mostrado que a polpa da yacon ¢é a parte com menor
teor de compostos fendlicos (SIMONOVSKA et al., 2003; LACHMAN et al.,
2005; LACHMAN et al., 2007).

Tabela 4 Valores médios de fendlicos totais e atividade antioxidante total (ATT)
na farinha de yacon, pelos métodos DPPH e ABTS e da correlagdo
entre ATT e fendlicos totais, utilizando correlagdo de Pearson

Analises na farinha de yacon Valores médios
Fendlicos totais (mg GAE. kg'l) 16.200,0+0,4
DPPH ECs, (mg. mL™) 2,99+0,001
ABTS (umol Trolox. g) 2.564,1432,7

Correlacdo de Pearson
AAT (DPPH) vs. fendlicos totais -0,81
AAT (ABTS) vs. fendlicos totais 0,99

* valores médios de quatro replicatas. GAE: equivalente de acido galico
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Tem sido observada, em varios estudos, extensa variacdo no teor de
fenodlicos totais encontrados no yacon. De acordo com Muiioz et al. (2006), as
caracteristicas agrondmicas, tipo de solo, condi¢des climaticas e ecoldgicas, o
uso ou nao de fertilizantes e as técnicas de cultivo aplicadas, influenciam a
producdo e o conteudo de nutrientes e os compostos bioativos presentes nas
raizes de yacon. Além disso, as concentracdes de nutrientes e compostos
bioativos podem ser influenciadas pelo tempo pds-colheita (LACHMAN;
FERNANDEZ; ORSAK, 2003), a forma de armazenamento (MILELLA et al.,
2011) e os métodos de processamento (MARTINEZ; MOYANO, 2003).

A atividade antioxidante total apresentou alta correlacdo com o teor de
fenodlicos totais, tanto pelo método DPPH (-0,81) quanto pelo método de radical
ABTS (0,99). Valentova e Ulrichova (2003) avaliaram a atividade antioxidante
em diferentes extratos da folha de yacon, pelo método DPPH e encontraram
valores de ECs, iguais a 0,016 e 0,024 mg.mL"', que sdo muito menores que 0s
encontrados no presente estudo para a farinha da polpa de yacon. Os menores
valores de ECjs, representam as maiores atividades antioxidantes pelo método de
captura do radical DPPH. A maior atividade antioxidante observada pelos
autores nos extratos das folhas de yacon também pode estar associada ao alto
teor de compostos fenolicos totais obtidos para os extratos testados (2.016 mg.
kg' e 3.658 mg. kg").

Arnao et al. (2011) avaliaram a atividade antioxidante total pelo método
do DPPH nas folhas secas de yacon cultivadas em diversas localidades do Peru.
Os autores obtiveram valores de ECs, entre 0,051 e 0,110 mg. mL"', sendo que
estes valores representam maiores atividades antioxidantes comparadas a
apresentada pela farinha da polpa de yacon (ECs,= 2,99 mg. mL™), no presente
estudo.

Jauregui et al. (2007) avaliaram a atividade antioxidante total pelo

método do radical DPPH, em varios vegetais produzidos no Peru. A eficiéncia
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de concentracio (ECs,) variou entre 3,45 mg.mL’ (camu-camu) e 7057,99
mg.mL" (tumbo contend). A polpa fresca da yacon apresentou ECs, igual a
187,26 mg.mL'l, sendo essa atividade antioxidante muito inferior a encontrada
para a farinha da polpa de yacon do presente trabalho.

Campos et al. (2012) avaliaram a capacidade antioxidante, utilizando o
método ABTS, de 35 diferentes amostras de yacon (Smallanthus sonchifolius
Poepp. & Endl) e encontraram valores na faixa de 23,3 a 136 umol de Trolox. g
" na polpa de yacon, que sdo bem menores que os encontrados neste estudo, para
a farinha da polpa de yacon.

A farinha da polpa de yacon apresentou resultados promissores quanto
ao potencial antioxidante, podendo ser uma alternativa para aumentar a ingestao
de compostos fendlicos, ou seja, inserir antioxidantes naturais na dieta de seres
humanos.

Além disso, devido aos resultados encontrados para a farinha de yacon e
comparados com os diversos da literatura, pode-se entender que o método
empregado na producdo da farinha foi capaz de manter concentrados os

compostos fenolicos, assim como sua atividade antioxidante.

5.4 Viabilidade dos microrganismos probidticos presentes nos iogurtes

A viabilidade dos microrganismos probioticos adicionados aos iogurtes
com contagens de 10° UFC. mL" foi de 14 dias. As contagens médias de
microrganismos probidticos encontradas nos iogurtes estudados, no 14° dia apos

a elaboracdo dos mesmos, estdo representadas na Tabela 5.
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Tabela 5 Contagens médias de microrganismos probidticos nos iogurtes com
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis isolados ou em
conjunto (UFC. mL™)

Microrganismo

o L B L+B
probidtico
L. acidophilus 1,1440,14 x 10°  —ooemmeeev 1,56+ 0,13 x 10’
B.animalis = - 1,0240,08 x 10°  1,46+0,02 x 10°

Legenda: L = iogurte probiotico com Lactobacillus acidophilus; B = iogurte probidtico
com Bifidobacterium animalis; L + B = iogurte probiotico com Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium animalis

A contagem de 10° UFC. mL™" de iogurtes foi estabelecida como a
minima para este estudo. Portanto, para garantia da quantidade adequada de
populagdo de microrganismos probidticos nos iogurtes que deveriam ser
fornecidos no ensaio bioldgico, os iogurtes probidticos foram elaborados a cada
7 dias.

Segundo Oliveira e Damin (2003), que elaboraram iogurte probiotico
contendo L. acidophilus, o nimero dessa bactéria foi mantido apos sete dias de
elaboracdo.

Em iogurtes contendo Bifidobacterium animalis e Lactobacillus
acidophillus, foi observado que o primeiro teve menor tempo de viabilidade do
que L. acidophillus. Talvez, isso possa ser consequéncia da sensibilidade de
espécies de bifidobactérias ao ambiente acido (SENDRA et al., 2008).

Os iogurtes foram avaliados, semanalmente, quanto a viabilidade dos
microrganismos probioticos, ao longo de 21 dias e constatou-se redugdo destes
microrganismos, atingindo, ap6s esse periodo, contagens na ordem de 10" UFC.
mL™" de iogurte.

Concordando com estes dados, Donkor, Tsangalis e Shah (2007)
observaram redugdo da populagdo viavel de B. animalis Bb-12 e L. acidophilus

La-5 em leites fermentados comerciais, durante os 28 dias de armazenamento
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refrigerado, como consequéncia da redugdo do pH, devido aos acidos latico e
acético, bem como 4acidos derivados do aroma de suco de frutas.

A atividade metabolica de L. bulgaricus e S. Thermophilus, durante a
armazenagem, resulta na producdo de acidos organicos que podem afetar a
viabilidade das células probidticas (DONKOR et al., 2006). Embora L.
acidophilus tolere a acidez, um rapido decréscimo no seu nimero foi observado
sob condig¢des acidas. Bifidobactérias ndo sdo tdo tolerantes ao acido quanto L.
acidophilus, sendo que o crescimento dos ultimos microrganismos cessa a um
pH menor que 4,0, enquanto o crescimento de Bifidobacterium sp. é retardado
em pH abaixo de 5,0 (SHAH; LANKAPUTHRA, 1997).

Além disso, L. bulgaricus produz peréxido de hidrogénio, que apresenta
efeito antimicrobiano, afetando o crescimento de bactérias probioticas (DAVE,;

SHAH, 1997).

5.5 Composig¢do centesimal dos iogurtes probidticos

Os valores médios da composi¢do centesimal dos iogurtes probioticos

em matéria integral sdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 Composigdo centesimal (%) de iogurtes probidticos

logurtes (valores médios em %)

Componentes L B L+B
Umidade 88,14+0,50° 88,38+0,08° 88,46+0,23°
Lipideos 2,82+0,30° 2,33+0,14° 2,50+0,30°
Proteina 3,82+0,23" 3,48+0,35° 3,74+0,03"
Cinzas 0,83+0,01° 0,86+0,00" 0,85+0,01°
ENN* 4,39+0,86" 4,92+0,53* 4,33+0,30°

Legenda: L = iogurte probidtico com Lactobacillus acidophilus; B = iogurte probidtico
com Bifidobacterium animalis; L + B = iogurte probidtico com Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium animalis; *ENN = extrato ndo nitrogenado

**Linhas seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, a 5% de significancia (p<0,05)

Os teores dos componentes dos iogurtes foram estatisticamente iguais
(p-valor>0,05) entre os iogurtes analisados, com exce¢do do contetido de cinzas
(p-valor<0,05).

Torres (2000) avaliou a composicdo centesimal de alimentos de origem
animal e verificou, para iogurte, a concentragdo de 85,87% de umidade, 2,16%
de lipideos, 4,29% de proteina, 0,71% de cinzas e 5,26% de carboidratos. Estes
teores sdo bastante similares aos encontrados para os iogurtes probidticos do

presente estudo.

5.6 Ensaio in vivo

No ensaio in vivo foram obtidos resulatdos de pardmetros biologicos,

biquimicos e moleculares.
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5.6.1 Consumo médio diario (CMD) de dieta e desenvolvimento ponderal

Os resultados sobre o consumo médio diario (CMD) de dieta dos
animais avaliados durante o periodo de tratamentos sdo apresentados na

Tabela 7.

Tabela 7 Consumo médio diario (CMD) de dieta dos animais experimentais,
durante 30 dias de tratamento

Tratamentos Consumo médio diario de dieta (g)

CT 7,54+0,87 :I *
HF 3,58+0,52
L 4,11+0,68
B 3,86+0,26
L+B 3,73+0,52
L+Y 4,04+0,65
B+Y 4,39+0,89
L+B+Y 4,5140,68

Legenda: CT - controle ndo obeso (AIN93-M); HF - controle obeso; L- AIN93-M com
alto teor de gordura saturada acrescida de iogurte probiodtico (Lactobacillus acidophilus);
B - AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida de iogurte probidtico
(Bifidobacterium animalis); L+B - AIN93-M com alto teor de gordura saturada
acrescida de iogurte probidtico (Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis);
L+Y - AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida de farinha de yacon e
iogurte probidtico (Lactobacillus acidophilus); B+Y - AIN93-M com alto teor de
gordura saturada acrescida de farinha de yacon e iogurte probiotico (Bifidobacterium
animalis); L+B+Y - AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida de farinha de
yacon ¢ iogurte probidtico (Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis). * p-
valor< 107

O CMD dos animais do grupo CT foi significativamente superior (p-
Valor<10‘3) ao grupo HF, sendo esta diferenca, em média, de 3,46g. Este fato se
justifica pela propria composicao das dietas, uma vez que o maior conteudo de
lipideos fornecido na forma de gordura animal leva & maior saciedade aos

animais.
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Contudo, o consumo dos animais do grupo HF ndo diferiu do dos
demais grupos obesos com suplementacgdo de iogurtes e/ou farinha de yacon (p-
valor>0,05).

Comparando-se os grupos tratados com iogurtes probioticos associados
a farinha de yacon (L+Y, B+Y, e L+B+Y) e os grupos tratados somente com
iogurtes probiodticos (L, B, e L+B), pode-se perceber que os primeiros
consumiram maiores quantidades de dieta (p=0,02) que os segundos, sendo a
diferenca média estimada de 0,40 g.

O efeito do tratamento agudo com 8 g diario de frutanos tipo inulina
(ITF), com ou sem 0,3 g de beta-glucanos, durante 2 dias, ndo teve qualquer
efeito sobre a saciedade ou apetite, o que sugere que um processo adaptativo
(ligada a modulag@o da microbiota intestinal) pode ser necessario para observar o
efeito sacietogénico de prebidticos (PETERS et al., 2009).

Nos estudos de Daubioul et al. (2002) e Cani e Delzenne (2009), ndo foi
observada reducdo na ingestdo de alimentos/energia, quando os prebioticos
frutanos tipo inulina foram substituidos por fibra alimentar ndo fermentavel
(celulose microcristalina), sugerindo que, pelo menos, a fermentagdao do célon
desempenha um papel na modulagao do consumo de alimentos.

O efeito do consumo de doses aceitaveis de FOS de cadeia curta (10 g ou
16 g por dia) em relagdo as respostas agudas de saciedade em humanos
saudaveis foi investigado e os autores ndo constataram diferencgas nos padroes de
saciedade e fome, embora a concentracdo de hidrogénio da respiragdo, marcador
de fermentacdo, tenha sido proporcional as doses de FOS de cadeia curta
fornecidas. Os autores observaram também que houve uma tendéncia
significativa de aumento de sintomas gastrintestinais, principalmente flatuléncia,
com a elevacdo da dose de FOS de cadeia curta (HESS et al., 2011).

Em outro estudo, individuos que receberam 8 g de FOS em barras, em

substituicao as refei¢oes duas vezes ao dia, durante um dia, seguido por uma vez
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no dia seguinte, ndo demonstraram qualquer efeito, em curto prazo, sobre o
apetite ou a ingestao de energia (PETERS et al., 2009).

Estes dados indicam a possibilidade de que o efeito benéfico dos FOS
para aumento da saciedade e redugdo no consumo energético seja obtido somente
a longo prazo.

Todavia, o consumo diario de xarope de yacon, fornecendo 0,14 g de
FOS. kg por dia, por mais de 120 dias, resultou em aumento na sensagio de
saciedade e reducdo no peso corporal, da circunferéncia da cintura ¢ do IMC em
mulheres obesas pré-menopausa (GENTA et al., 2009). No entanto, o tempo de
tratamento foi bem maior do que o utilizado no presente estudo, sugerindo que
pode, realmente, ocorrer adaptacdo a dieta, com consequente reducdo no
consumo, quando sao fornecidos frutoligossacarideos.

Verhoef, Meyer e Westerterp (2011) avaliaram o efeito do consumo de
FOS em humanos adultos, durante 13 dias de tratamento, com doses de 10 ge 16
g didrias e observaram reducgdo no consumo de energia, especialmente para o
tratamento com 16 g de FOS, sendo este consumo relacionado aos niveis de
peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1) e peptideo YY (PYY), que
apresentaram-se aumentados com tal tratamento.

Em termos de dosagem, estudos em animais mostraram redugdo do
consumo de energia, quando fornecida quantidade de FOS de,
aproximadamente, 10% da ingestdo alimentar total (CANI; DEWEVER;
DELZENNET, 2004; CANI et al, 2005a). Isto ¢ equivalente a 40-60 g/dia para
humanos (JENKINS; KENDALL; VUKSAN, 1999). Uma dose tdo elevada ndo
¢ fisiologicamente conveniente em seres humanos, pois ocorre producgdo
excessiva de gases durante a fermentagdo e as complicagdes gastrintestinais se
tornam problematicas. Estudos indicam que FOS sao bem tolerados pelo sistema

gastrintestinal humano em doses de 15 g/dia, sendo que quantidades superiores a



96

esta aumentam a probabilidade de potencializar significativamente os sintomas
adversos (GRABITSKE; SLAVIN, 2009).

Diante do contexto, ¢ imprescindivel que sejam estabelecidas doses
aceitdveis de consumo ao organismo humano, sem prejuizos e efeitos
indesejaveis. No presente trabalho, a dose de FOS utilizada para tratamento dos
animais foi de 340 mg. kg por dia, que representa, para um homem adulto de
60 kg, um consumo de 20,4 g de FOS por dia, equivalente a 44 g de farinha de
yacon elaborada neste estudo.

Entretanto, os estudos que avaliam a tolerancia de frutanos consideram a
utilizagdo deste compontente de forma isolada, o que propicia aumento da
osmolaridade e, consequentemente, a maior possibilidade de ocorréncia de
diarreia osmdtica. Contudo, o uso de alimentos que contém prebidticos, como,
por exemplo, frutanos, seria uma vantagem, pois eles contém também outros
componentes que tanto controlam o tempo de liberagdo de frutanos do estomago
para o intestino, como diminuem o proprio efeito osmoético destes no intestino.
Além disso, os frutanos presentes na farinha de yacon foram adminstrados
concomitantemnte aos iogurtes com probioticos, os quais fermentam os frutanos,
diminuindo a concentracdo desse tipo de soluto no limen intestinal.

Os valores médios de peso corporal, ao longo do tempo, para os

diferentes grupos de animais experimentais, estdo demonstrados na Tabela 8.
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Tabela 8 Valores de peso corporal na média dos tempos para os diferentes
grupos de animais experimentais

Peso corporl médio ao longo do

Tratamentos
tempo ()
CT 46,92+42,45 ]
HF 49,90+7,81 -
L 48,52+6,07
B 48,77+6,71
L+B 48,57+5,44 *
L+Y 47,72+5,94
B+Y 49,09+4,62
L+B+Y 46,89+5,34 _

Legenda: CT - controle ndo obeso; HF - controle obeso; L - AIN93-M com alto teor de
gordura saturada acrescida de iogurte probidtico (Lactobacillus acidophilus); B -
AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida de iogurte probidtico
(Bifidobacterium animalis); L+B - AIN93-M com alto teor de gordura saturada
acrescida de iogurte probidtico (Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis);
L+Y - AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida de farinha de yacon e
iogurte probidtico (Lactobacillus acidophilus); B+Y - AIN93-M com alto teor de
gordura saturada acrescida de farinha de yacon e iogurte probidtico (Bifidobacterium
animalis); L+B+Y - AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida de farinha de
yacon e iogurte probiotico (Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis). *p-
valor = 0,03

O grupo HF apresentou peso maior que o grupo CT, sendo essa

diferenca, em média, de 2,98 g (p-valor = 0,03). No entanto, ndo houve
diferenca significativa de peso entre os grupos tratados, ao longo de todo o
experimento (p-valor>0,05), com excecdo do grupo L+B+Y, que apresentou
reducdo de peso, comparado aos animais do grupo HF (p=0,03), na média dos
tempos, sendo a diferenca média estimada em 3,01 g.

E importante ressaltar que a farinha de yacon foi acrescida as dietas em
substituicdo a celulose, que é uma fibra insolivel e ndo representa fonte de
calorias. O grupo L+B+Y e os demais grupos tratados com yacon consumiram
mais dieta do que o grupo L+B e demais grupos tratados somente com
probidticos, mas, ainda assim, L+B+Y apresentou menor peso em relagdo ao

grupo HF. Portanto, pode-se inferir que o consumo de farinha de yacon foi mais
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eficaz que a celulose, para prevenir o ganho de peso dos animais tratados com
dieta com alto conteudo de gordura saturada.

Além disso, o grupo L+B+Y apresentou comportamento similar ao
grupo CT ndo obeso, em relagdo ao peso.

Boyle et al. (2008) avaliaram o efeito do consumo de diferentes doses de
oligofrutose derivada de inulina (0,55%, 1,65%, 4,96% e 9,91%), em
substituicdo ao amido da dieta em ratos, por um periodo de 13 semanas. Ao
final, ndo houve diferencas estatisticamente significativas nos pesos corporais
dos ratos do sexo feminino, nos diferentes grupos. Esse comportamento em
relacdo ao peso dos animais corrobora o que foi encontrado no presente trabalho,
uma vez que todos 0s grupos obesos que receberam tratamentos, com excecao
do grupo L+B+Y, ndo apresentaram redugao de peso, nem mesmo em relagao ao
grupo controle obeso (HF).

Bibas-Bonet et al. (2010) também ndo constataram diferencas no peso
corporal, em estudo com modelo animal em que houve tratamento com farinha
de yacon (340 mg.kg ™' por dia), por 75 dias consecutivos.

Por outro lado, Everard et al. (2011) constataram redu¢do do ganho de
peso em camundongos tratados com dieta rica em gordura suplementada com
prebidtico (oligofrutose- 0,3 g/animal/dia) por 8 semanas.

Genta et al. (2009) estudaram o potencial efeito benéfico de xarope de
yacon sobre a obesidade e a resisténcia a insulina em humanos. Os sujeitos eram
obesos e foram avaliados durante um periodo de 120 dias, para os quais foram
fornecidos xarope de yacon, sendo as doses utilizadas de FOS de 0,29 ou 0,14 g/
kg de peso corporal/dia. Os autores concluiram que, com um consumo de FOS
0,14 g/kg/dia, ndo existem efeitos gastrintestinais indesejaveis. No entanto, os

autores constataram efeitos de reducdo de peso corporal.
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5.6.2 Glicemia de jejum, colesterol total e triacilglicerdis séricos

Os valores médios de glicemia de jejum, colesterol e triacilglicerdis
séricos dos animais experimentais consumindo, ao longo de todo o experimento,
dieta com elevado teor de gordura saturada (AIN-93M com modifica¢des no teor
lipidico), analisados antes e ap6és a aplicagdo do tratamentos especificos deste

estudo, sdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 Valores médios de glicemia de jejum (mg. dL™), colesterol total (mg.
dL™") e triacilgliceréis séricos (mg. dL™') dos animais experimentais
com diferentes tratamentos, analisados antes e apos a aplicagdo dos

tratamentos
Parametro Tratamento Antes do Apobs o

analisado tratamento tratamento
CT 84,5j7,5b 114,3+19,1°

HF 86,8i3,5b 114,7+5,8°
L 106,3+14,2* 103,5+17,5%
Glicemia B 117,8+8,1* 106,3+18,9°
L+B 116,5+16,9* 108,5+15,8*
L+Y 100,5+14,2* 106,8+15,8*

B+Y 104,2+16,0° 87,0+12,9*

L+B+Y 108,5+1,4° 88,2+7,9°

CT 168,2+6,0* 164,0+7,0°

HF 164,8+5,9% 164,7+4,8*
L 162,7+11,4* 167,2+11,1*
B 163,843,2* 172,0+11,8°
Colesterol total L+B 160,3+5,0* 167,0+11,9*
L+Y 161,3+1,22 165,7+6,2*

B+Y 167,0+1,6" 164,8+9,6*

L+B+Y 166,2+15,8" 170,3+8,9*
CT 197,8+38,4° 187,2+42,3*
HF 140,3+24,7* 170,0+20,4*
L 183,8+44,8* 157,3+11,0°
B 153,0+37,3% 180,3+13,5*
Triacilglicerois L+B 135,7425,5* 165,8+18,5*
L+Y 143,4+20,5* 167,2+21,1*
B+Y 166,2+44,6* 131,2+14,9°
L+B+Y 138,3+31,0° 147,0+18,3"

Legenda: CT - controle ndo obeso; HF - controle obeso; L - AIN93-M com alto teor de
gordura saturada acrescida de iogurte probiotico (L. acidophilus); B - AIN93-M com alto
teor de gordura saturada acrescida de iogurte probidtico (B. animalis); L+B - AIN93-M
com alto teor de gordura saturada acrescida de iogurte probiotico (L. acidophilus e B.
animalis); L+Y - AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida de farinha de
yacon e iogurte probidtico (L. acidophilus); B+Y - AIN93-M com alto teor de gordura
saturada acrescida de farinha de yacon e iogurte probiodtico (B. animalis); L+B+Y -
AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida de farinha de yacon e iogurte
probidtico (L. acidophilus e B. animalis); TAG= triacilglicer6is

* Médias seguidas da mesma letra, dentro de cada linha, ndo diferem entre si, a 5% de
significancia
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Glicemia de jejum

Os niveis de glicemia de jejum ndo foram diferentes entre os grupos CT
e HF (p>0,05) e este pardmetro se elevou igualmente para ambos os grupos,
apos o periodo de tratamento.

Todavia, o grupo HF apresentou elevagao nos niveis de glicemia apos o
periodo de tratamento (p<0,05) e os demais grupos de animais obesos nao
apresentaram o mesmo comportamento, indicando que os tratamentos com os
iogurtes associados ou ndo com a farinha de yacon previnem a elevacdo da
glicemia em animais tratados com dieta rica em gordura saturada. Além disso, o
grupo L+B+Y mostrou reducdo nos niveis de glicemia, ap6és o periodo
experimental (p<0,05).

Por analise de contrastes ortogonais observou-se que os grupos tratados
com os iogurtes probidticos com adi¢do de farinha de yacon (L+Y, B+Y,
L+B+Y) apresentaram menores niveis de glicemia de jejum, em comparagao aos
grupos tratados somente com os iogurtes probidticos (L, B e L+B) (p=0,01),
sendo a diferenga média estimada em 10,63 mg. dL"'. Estes dados indicam o
beneficio do consumo da dieta simbidtica em relagdo a glicemia de jejum.

Everard et al. (2011), ao investigarem o efeito da suplementagdo de
prebidtico (oligofrutose) em camundongos obesos (0b/ob) e camundongos
alimentados com dieta rica em gordura, relataram melhoria da tolerancia a
glicose nos primeiros. Estes mesmos autores, por meio de analises
multivariadas, sugerem que o teor de triacilglicer6is plasmaticos pode ser
utilizado como biomarcador potencial de tolerancia a glicose.

No trabalho de Habib et al. (2011), sobre os efeitos do consumo de yacon
em ratos diabéticos, relatou-se declinio nos niveis de glicemia e insulinemia de
jejum de forma similar para as duas doses utilizadas (340 e 6.800 mg de FOS.
kg"). Estes dados foram obtidos de forma concomitante a0 aumento de massa de

c¢lulas beta pancreaticas e aumento da producdo intestinal de incretinas, como
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GLP-1 (peptideo semelhante ao glucagon 1) e GIP (peptideo inibidor gastrico).
Segundo os autores, o aumento das incretinas seria devido ao aumento da
producdo de AGCC, que estimularia o aumento do tecido cecal, secretor das
incretinas. Por sua vez, GLP-1 tem importantes efeitos bioldgicos, que incluem
manutencao de células beta e liberagdo da insulina (RANGANATH, 2008).

Além disso, em estudos ha relatos do efeito de probidticos sobre a
homeostase da glicemia. Foi observada preservacdo da sensibilidade a insulina
(teste oral de tolerancia a glicose) em adultos saudaveis tratados por quatro
semanas com probiotico Lactobacillus acidophilus, comparados aos individuos
que receberam placebo, tendo ambos os grupos sido submetidos a injecdo de
lipopolissacarideo de Escherichia coli para causar estado inflamatorio
(ANDREASEN et al., 2010).

Por outro lado, Parnell e Reimer (2011) demonstraram que ratos magros
e obesos alimentados com dieta contendo inulina e oligofrutose
concomitantemente (10% e 20%) apresentaram elevacdo nos niveis de peptideos
anorexigenos e a populagdo probidtica no intestino, e redugdo nos niveis de
glucagon, de forma dependente das doses. No entanto, alteragdes ndo
significativas do peso corporal ou de insulina/glicose plasmaticas foram
observadas entre os ratos alimentados com ou sem adig@o de prebidticos.

Azorin-Ortuiio et al. (2009) avaliaram o efeito de baixas doses de
frutanos tipo inulina (ITF) com diferentes graus de polimerizagdo, equivalente a
0,82 g/dia para um homem adulto de 60 kg, durante 75 dias, em ratos com dieta
suplementada em gordura. Os autores ndo constataram diferengas significativas
na glicemia de jejum entre os diferentes tratamentos, de forma semelhante aos
resultados obtidos para glicemia de jejum, para os diferentes tratamentos do
presente estudo.

Redugdo nos niveis de insulina plasmatica foi constatada por Genta et al.

(2009), ao investigarem os efeitos do consumo de xarope de yacon em humanos,
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utilizando doses equivalentes a 0,14 e 0,29 g de FOS/kg/dia, por 120 dias.
Contudo, a glicemia de jejum nado apresentou alteragdes pos-tratamentos.

Yin et al. (2010), estudando o efeito do tratamento com quatro diferentes
cepas de bifidobactérias em ratos obesos induzidos por dieta rica em gordura,
durante 6 semanas, também ndo observaram reducao nos niveis de glicose e de

insulina plasmatica.

Colesterol total

No presente estudo, ndo foram constatadas diferencas estatisticas
(p>0,05) nos niveis de colesterol plasmatico entre os grupos, nem mesmo entre
CT e HF. Também nao foi observada alteragdo neste parametro, ao longo do
periodo de tratamento.

E importante ressaltar que os niveis das fragdes de colesterol, como
LDL-c e HDL-c, ndo foram avaliados, todavia, estes influenciam o teor de
colesterol total. No trabalho desenvolvido por Habib et al. (2011), ndo foram
constatados efeitos positivos sobre o colesterol total e LDL-c, mas sim para
HDL-c, quando fornecidas doses de 340 ¢ 6.800 mg de FOS de yacon por kg de
peso corporal, para ratos diabéticos. Diante desses fatos, sdo necessarios estudos
futuros para avaliar tais lipoproteinas em funcdo do consumo de probidticos e
prebidticos utilizados no presente trabalho.

Boyle et al. (2008) avaliaram o efeito do consumo de diferentes doses de
oligofrutose (derivado da inulina) em substitui¢do ao amido da dieta em ratos
por um periodo de 13 semanas e ndo observaram diferengas nos niveis de
colesterol total e LDL-c nas fémeas. Todavia, perceberam diferengas
significativas nos machos (p<0,05) que constituiam os grupos com 4,96% e
9,91% de oligofrutose, apresentando niveis de colesterol total e LDL-c menores
que o grupo controle (0% de oligofrutose). Entretanto, as concentragdes de

oligofrutose que apresentaram efeitos desejaveis foram bem maiores que aquela
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fornecida de FOS proveniente da farinha de yacon, no presente estudo. Por outro
lado, os autores constataram que niveis de HDL-c apresentaram-se superiores
aos do grupo controle (0% de oligofrutose), quando foram ofertados 0,55%,
1,65%, 4,96% e 9,91% de oligofrutose para os animais machos.

Larsen et al. (2006) realizaram um trabalho dose-resposta administrando
bactérias probidticas Bifidobacterium animalis subsp lactis BB-12 ¢
Lactobacillus paracasei subsp paracasei CRL-341, nas concentragdes de 10°,
10°, 10", 10" UFC/dia, para adultos jovens saudaveis e também ndo
encontraram efeito sobre os lipideos séricos.

Machado et al. (2003) também ndo observaram redugdo de colesterol
total em ratos alimentados com dieta rica em colesterol e acido colico, quando
administraram probidtico contendo 10" UFC. mL"' de Lactobacillus
acidophilus.

Contudo, Genta et al. (2009), ao avaliarem o efeito do consumo de
xarope de yacon em dose de 10 g de FOS por dia, para um adulto de 70 kg
(0,14g de FOS/kg), por 120 dias, ndo constataram efeitos positivos sobre a
glicemia de jejum e lipideos séricos, mas, sim, para o nivel de LDL-c, o qual
apresentou redugdo apds tratamento.

Os FOS sao fermentados seletivamente por bifidobactérias e lactobacilos
(FOOKS; FULLER; GIBSON, 1999; PEDRESCHI et al., 2003), produzindo
acidos graxos de cadeia curta (NILSSON; NYMAN, 2005), os quais podem
modificar o metabolismo lipidico.

Diferengas significativas nos niveis de colesterol total do grupo tratado
com mistura de 90% de inulina (DP= 46) ¢ 10% de FOS (DP=4) foram
observadas no estudo de Azorin-Ortufio et al. (2009), avaliaram o efeito do
consumo de baixas doses de frutanos com diferentes graus de polimerizagdo em
ratos, durante 75 dias, indicando o possivel efeito benéfico dos ITF de cadeia

curta sobre o metabolismo lipidico.
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Freitas e Jackix (2005) avaliaram o efeito de bebida adicionada de FOS
(4,5% na dieta) e/ou pectina (0,9% na dieta) sobre os niveis de colesterol e
estimulacdo de bifidobactérias. Os autores constataram reducdo significativa dos
niveis de colesterol e aumento de dez vezes no numero de bifidobactérias nas
fezes dos animais tratados com bebida contendo FOS, ndo tendo a pectina
apresentado este ultimo efeito. Esses dados confirmam a preferéncia da
fermentacdo de FOS pelas bifidobactérias.

Além disso, a reducdo do colesterol em razio de mudancas na
microbiota intestinal foi citada por Tomatsu (1994) e Mizota (1996), tendo sido
mostrado, em estudos in vitro, que 12 espécies de Lactobacillus acidophilus de
humanos assimilam o colesterol.

Da mesma forma, Alhaj et al. (2010) verificaram resultados de redugdo
nos niveis de colesterol in vitro com a utilizacdo de Bifidobacterium animalis
subsp. lactis Bb-12. O estudo de Gopal, Shah e Roginski (1996) mostrou
redugdo de colesterol plasmatico com a utilizagdo de Bifidobacterium spp. e L.
acidophilus.

Segundo Gilliland ¢ Walker (1990), certos microrganismos atuam na
reducdo dos niveis de colesterol sanguineo de forma indireta, desconjugando e
desidroxilando os sais biliares. A diminui¢do de 4acidos biliares por
desconjugacdo bacteriana ¢ compensada, para manter o equilibrio necessario ao
organismo, pelo aumento do catabolismo do colesterol, que determina redugdo
do colesterol total. Além disso, os sais biliares desconjugados absorvem baixa
quantidade de lipideos no trato intestinal, comparados aos sais biliares

conjugados, podendo reduzir o nivel de colesterol sanguineo.

Triacilglicerdis
Os niveis de triacilglicerdis plasmaticos do grupo CT foram maiores que

os do grupo HF (p=0,00), sendo essa diferenca, em média, de 18,2 mg.dL™.



106

Esses dados podem ser explicados pelo fato de os carboidratos da dieta serem
macronutrientes diretamente relacionados ao aumento de triacilglicerdis
plasmaticos e a dieta do grupo CT ter apresentado concentragdes mais elevadas
de carboidrato em relagdo ao grupo HF, que recebeu dieta com maior proporgao
de gorduras.

Segundo Champe, Harvey e Ferrier (2009), quantidades excessivas de
carboidratos obtidas pela dieta podem ser convertidas em acidos graxos, os quais
sd0 armazenados como triacilglicerdis. Este processo incorpora os carbonos da
acetil-CoA, que podem ser provenientes da glicolise na cadeia do 4cido graxo
em formacdo. Por outro lado, o glicerol 3-fosfato, o esqueleto para a sintese de
triacilglicerol, € obtido pelo metabolismo glicolitico da glicose.

Ja os niveis de triacilglicerois dos grupos tratados com os iogurtes
associados a farinha de yacon (L+Y, B+Y e L+B+Y) foram menores (p = 0,04)
que os encontrados para os grupos tratados somente com iogurtes (L, B e L+B),
por analise de contrastes ortogonais, sendo esta diferenca, em média, de 13,8
mg. dL'. Esses resultados sugerem a eficicia da associagio entre os
microrganismos probidticos e a farinha de yacon com caracteristica prebiodtica
sobre os triacilglicerois plasmaticos.

O grupo B+Y foi o unico que apresentou redugdo dos niveis de
triacilglicerdis plasmaticos, comparado-se os dados antes e apos os tratamentos
(p<0,05).

Além disso, constatou-se evidéncia (p=0,078), embora nao significativa,
de que os tratamentos com Bifidobacterium animalis (B) e Lactobacillus
acidophilus (L), isoladamente, sejam menos eficazes para prevenir o aumento
dos niveis de triacilglicerdis séricos do que o tratamento com estes dois
microrganismos de forma concomitantes, sendo a diferenga estimada em 17,9

mg.dL"'(L+B).
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Habib et al. (2011), estudando os efeitos hipolipidémicos de yacon em
ratos diabéticos, observaram redug@o nos niveis de triacilglicerdis em ambas as
doses utilizadas, sendo estas equivalentes a 340 ¢ a 6.800 mg de FOS. kg de
peso corporal por dia. Estes resultados confirmam a participagdo dos FOS do
yacon no auxilio da redug¢do de triacilglicerdis plasmaticos.

De acordo com Roberfroid et al. (2007), o consumo de compostos
prebidticos dietéticos levam a diminui¢cdo da sintese de TAG e este efeito pode
ser devido a alguns fatores, a citar: diminui¢do na glicemia, pois a glicose ¢ a
insulina estdo envolvidas na lipogénese e producdo de acidos graxos de cadeia
curta (AGCC) pela fermentagao intestinal, que regulam o metabolismo lipidico.

O acetato, quando fornecido na dieta de ratos diabéticos, com uma dose
de 0,5%, durante 8 semanas, ativa AMPkinase no figado, um fendmeno que esta
relacionado com a inibig¢do da lipogénese de novo (SAKAKIBARA et al., 2006).

O efeito da suplementagdo de frutanos tipo inulina (ITF) na lipogénese
tem sido demonstrado em voluntdrios humanos, sendo que a capacidade da
sintese hepatica de TAG ¢é reduzida por esses ingredientes que apresentam efeito
prebidtico (DIRAISON; MOULIN; BEYLOT, 2003).

A redugdo dos niveis de triacilglicerdis plasmaticos foi observada em
camundongos 0b/ob tratados com dieta controle suplementada com prebidtico
(oligofrutose), por 5 semanas. Os autores verificaram que o tratamento com
prebidtico aumentou significativamente a expressio de RNAm de lipase
lipoproteica no musculo (cerca de 70%), podendo ser um dos mecanismos que
conduzem a reducdo do conteudo de lipideos plasmaticos € no musculo de
camundongos obesos tratados com prebidtico (EVERARD et al., 2011).

Klein et al. (2008) avaliaram o efeito do tratamento com L. acidophilus
74-2 associado ao B. animalis ssp lactis DGCC 420 em adultos e observaram
reducdo de 11% nos triacilglicerois séricos. Embora, no presente estudo, ndo

tenha sido constatado efeito da suplementagdo da associagdo de microrganismos
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probidticos comparado ao grupo controle obeso (HF), verificou-se que o
consumo de L. acidophilus associado ao B. animalis apresentou melhor efeito do
que quando fornecidos isoladamente.

Xiao et al. (2003) investigaram o efeito de um iogurte liofilizado
contendo B. longum BLI1 nos lipideos séricos de ratos hipercolesterolémicos.
Apos trés semanas de estudo, os niveis de colesterol total (CT), lipoproteina de
baixa densidade (LDL-c) e triacilglicer6is (TG) foram reduzidos em 22%, 41% e
13%, respectivamente.

Da mesma forma, Yin et al. (2010), ao avaliarem as possiveis alteragdes
no metabolismo lipidico de ratos obesos induzidos por dieta rica em gordura e
tratados por 6 semanas com quatro diferentes cepas de bifidobactérias
(bifidobactéria L66-5, L75-4, M13-4 e FS31-12), constataram que todos os
tratamentos reduziram triacilgliceréis séricos e hepaticos, bem como o colesterol
sérico.

Além disso, em ratos alimentados com uma dieta rica em lipideos
contendo frutanos, foi verificada diminuigdo na triacilgliceridemia, entretanto,
nio foi capaz de evitar o acumulo hepatico de TAG e lipogénese (KOK;

TAPER; DELZENNE, 1998).

5.6.3 Excrecao fecal de lipideos

Na Tabela 10 sdo apresentados os teores de excre¢do fecal de lipideos

dos animais experimentais alimentados com diferentes dietas, ap6s o periodo de

tratamento.
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Tabela 10 Teores de excrecdo fecal de lipideos (%) dos animais experimentais
alimentados com diferentes dietas apos o periodo de tratamento

Tratamentos Lipideos fecais (%0)
CT 3,7840,30
HF 5,67+0,60
L 6,11+0,40
B 5,424+0,84
L+B 5,44+0,32
L+Y 6,30+0,56
B+Y 3,71+0,24
L+B+Y 4,9340,38

Legenda: CT - controle ndo obeso; HF - controle obeso; L - AIN93-M com alto teor de
gordura saturada acrescida de iogurte probidtico (Lactobacillus acidophilus); B -
AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida de iogurte probiodtico
(Bifidobacterium animalis); L+B - AIN93-M com alto teor de gordura saturada
acrescida de iogurte probidtico (Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis);
L+Y - AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida de farinha de yacon e
iogurte probidtico (Lactobacillus acidophilus); B+Y - AIN93-M com alto teor de
gordura saturada acrescida de farinha de yacon e iogurte probiodtico (Bifidobacterium
animalis); L+B+Y - AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida de farinha de
yacon e iogurte probiotico (Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis). * p-
valor< 0,02

As concentragdes de lipideos presentes nas fezes dos animais do grupo
HF foi maior que no grupo CT, sendo a diferenca média de 1,89 pontos
percentuais (p=0,02). Esses dados se devem ao consumo de dieta com maior
conteudo de goduras pelos primeiros.

A excregdo de lipideos nas fezes dos camundongos foi igual (p>0,05)
para todos os animais alimentados com dieta rica em gordura saturada, com ou
sem tratamento.

Segundo Artiss et al. (2006), a fibra prebiotica age complexando com
gordura alimentar para formar uma emulsdo estavel do tipo gel que impede a
hidrolise de gordura pela lipase pancreatica, reduzindo a absorc¢ao intestinal desse
nutriente. Dessa forma, o consumo de prebidticos poderia carrear lipideos para as
fezes, diminuindo a absorcao destes. Contudo, este efeito ndo foi observado no

presente trabalho. Além disso, a adi¢do de oligofrutose na dieta estd associada
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com aumento de bifidobactérias e lactobacilos (POMPEI et al., 2008). In vitro,
cepas de Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium bifidum demonstraram
melhora da desconjugacdo de 4cido biliar e colesterol, assim, aumentando a
precipitacdo de acido biliar e colesterol, podendo levar a maior excrecio e,
consequentemente, & menor reabsorcao e absor¢do destes (KLAVER; VAN DER
MEER, 1993).

5.6.4 Tecido adiposo periepididimario
Os valores médios de peso de tecido adiposo periepididimario dos

animais experimentais alimentados com diferentes dietas, apds 30 dias de

tratamento, estdo demonstrados na Tabela 11.
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Tabela 11 Valores médios de peso do tecido adiposo periepididimario dos
animais experimentais alimentados com diferentes dietas (g. 100g™
de peso corporal)

Tecido adiposo periepididimario

Tratamentos (9. 1009 de peso corporal)
CT 2,3340,45
HF 2,40+0,47
L 2,14+0,12

B 2,24+0,51 N
L+B 2,4740,16
L+Y 1,4240,21
B+Y 2,3740,14

L+B+Y 1,34+0,20 —

Legenda: CT - controle ndo obeso; HF - controle obeso; L- AIN93-M com alto teor de
gordura saturada acrescida de iogurte probidtico (Lactobacillus acidophilus); B - AIN93-
M com alto teor de gordura saturada acrescida de iogurte probidtico (Bifidobacterium
animalis); L+B - AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida de iogurte
probiotico (Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis); L+Y - AIN93-M com
alto teor de gordura saturada acrescida de farinha de yacon e iogurte probidtico
(Lactobacillus acidophilus); B+Y - AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida
de farinha de yacon e iogurte probidtico (Bifidobacterium animalis); L+B+Y - AIN93-M
com alto teor de gordura saturada acrescida de farinha de yacon e iogurte probidtico
(Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis). * p-valor< 107

O grupo CT e o grupo HF ndo diferiram estatisticamente entre si
(p>0,05).

Os tratamentos com probidticos associados a farinha de yacon (L+Y,
B+Y e L+B+Y) apresentaram pesos de tecido adiposo periepididimario menores
do que os grupos tratados somente com os iogurtes probioticos (L, B ¢ L+B)
(p=0,00), sendo essa diferenga média de 0,57 g. 100g™" de peso corporal, avaliada
por analise de contrastes ortogonais. Esses dados sugerem maior eficiéncia da
dieta simbiodtica em prevenir o acumulo de tecido gorduroso.

Por outro lado, o tratamento com iogurte L+B+Y apresentou menor peso
de tecido adiposo periepididimario em relagdo aos grupos L+Y e B+Y (p=0,00),
com diferenca média estimada em 0,55 g. 100 g, indicando que o uso dos

microrganismos probidticos concomitantemente e associados a farinha de yacon
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foi mais eficiente para prevenir o aumento deste tecido nos animais tratados com
dieta rica em gordura saturada, comprovando o efeito simbidtico de tais
alimentos.

Adicionalmente, observou-se que o grupo L+Y apresentou peso de
tecido adiposo periepididimario inferior ao grupo B+Y (p=0,00), sendo esta
diferenca, em média, de 0,95 g. 100 g, o que permite inferir que o tratamento
com iogurte contendo L. acidophilus foi melhor que o iogurte contendo B.
animalis, ambos associados a farinha de yacon, em relagéo a esse pardmetro.

Por fim, os grupos L+Y e L+B+Y apresentaram pesos inferiores
(p=0,00) de tecido adiposo periepididimario em relagdao ao grupo HF, sendo as
diferencas estimadas em 0,98 g.100 g' e 1,06 g.100 g', respectivamente.
Todavia, L+Y e L+B+Y ndo diferiram entre si (p>0,05), indicando que B.
animalis ndo interferiu no efeito de prevencgdo do acimulo de tecido adiposo
utilizando-se L. acidophilus associado ao yacon

O diabetes mellitus tipo 2 ¢ desenvolvido a partir de alteragdes
metabolicas que conduzem a resisténcia a insulina e, com o avangar do quadro,
passa a intolerancia a glicose e, por fim, DM tipo 2 (SINGH et al., 2008). Essa
patologia ¢ caracterizada por hiperglicemia, que favorece a sintese de
triacilglicerdis, elevando seus niveis plasmaticos e, consequentemente, causando
aumento de tecido adiposo, o qual pode culminar com o ganho de peso e
obesidade (CNOP et al., 2002). Por outro lado, o excesso de gordura visceral
leva ao aumento de producdo de citocinas que podem alterar a sinalizagdo da via
da insulina, conduzindo a situagdo de resisténcia a insulina (BASTARD et al.,
2006). Essa interacdo entre acimulo de tecido adiposo, glicemia e niveis
plasmaticos de triacilglicerdis pode ser observada no presente estudo, uma vez
que os grupos tratados com farinha de yacon associada aos iogurtes probiotios
apresentaram reducdo em todas essas variaveis, comparados aos grupos tratados

somente com iogurtes probioticos.
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Everard et al. (2011) observaram reducdo do peso de tecido adiposo,
incluindo tecido adiposo epididimal, bem como diminui¢do do conteudo de
lipideos nos musculos de camundongos ob/ob tratados com dieta suplementada
com prebidtico (oligofrutose — 0,3 g/animal/dia), por 5 semanas. Os mesmos
autores, ao avaliarem camundongos alimentados com dieta rica em gordura e
suplementada com prebioticos (oligofrutose - 0,3 g/animal/dia), durante 8
semanas, também constataram redu¢do no indice de adiposidade em relacao ao
grupo controle, que consumiu somente dieta rica em gordura.

Cani et al. (2007a) observaram redu¢do de tecido adiposo
periepididimario, visceral e subcutaneo em camundongos obesos induzidos pela
dieta, apos consumirem oligofrutose por 14 semanas, o que, segundo os autores,
permitiu o crescimento seletivo de bifidobactérias.

Reducdo no acumulo de tecido adiposo visceral foi obtida utilizando-se
tratamento com dieta suplementada com Bifidobacterium adolescentis, em
modelo experimental de ratos com sindrome metabdlica (CHEN et al., 2011).

Encontra-se bem documentado o fato de que resisténcia a insulina,
caracteristica de obesidade, estd associada com altera¢bes de utilizagdo de
glicose, diminui¢do na sintese de glicogénio e aumento da gordura abdominal
(KIM et al., 2000).

Entretanto, Naito et al. (2011), ao avaliarem os efeitos da administragao
oral de Lactobacillus casei subsp. shirota em ratos com obesidade induzida por
dieta rica em gordura, ndo encontraram reducdo no peso de tecidos adiposos

mesentérico, perirenal e periepididimario
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5.6.5 Investigacdo de proteinas inflamatorias e proteinas envolvidas na via

de sinalizacéo da insulina

Proteinas inflamatorias

Os niveis de proteina inflamatéria interleucina 18 (IL-18) obtidos a
partir da andlise de amostras de tecido hepatico de camundongos normais e
obesos com ou sem tratamentos com probidticos e/ou prebidticos sdo

apresentados na Figura 6.
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Figura 6 Niveis de proteina inflamatoria interleucina 18 (IL-18), em camundongos
obesos tratados com probiodticos e/ou prebidtico

Legenda: CT - controle ndo obeso; HF- controle obeso; L - AIN93-M com alto teor de
gordura saturada acrescida de iogurte probidtico (Lactobacillus acidophilus); B - AIN93-
M com alto teor de gordura saturada acrescida de iogurte probidtico (Bifidobacterium
animalis); L+B - AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida de iogurte
probiotico (Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis); L+Y - AIN93-M com
alto teor de gordura saturada acrescida de farinha de yacon e iogurte probidtico
(Lactobacillus acidophilus); B+Y - AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida
de farinha de yacon e iogurte probidtico (Bifidobacterium animalis); L+B+Y - AIN93-M
com alto teor de gordura saturada acrescida de farinha de yacon e iogurte probiodtico
(Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis). *p-valor<0,05
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Os animais que receberam dieta rica em gordura saturada (HF)
apresentaram elevagao significativa (p<0,05) nos niveis de IL-18, comparados
aos animais do grupo controle ndo obeso (CT), indicando que a obesidade foi
estabelecida, a qual é caracterizada por inflamacdo de baixo grau.

Por outro lado, os niveis da proteina inflamatéria IL-18 foram reduzidos
de maneira significativa (p<0,05), em todos os grupos de animais tratados com
dieta rica em gordura e iogurtes probiodticos contendo Lactobacillus acidophilus
e Bifidobacterium animalis, de forma isolada ou em associagdo (L, B, L+B),
bem como quando os animais receberam estes microrganismos
concomitantemente com farinha de yacon (L+Y, B+Y, L+B+Y), comparados ao
grupo obeso, que recebeu somente dieta com alto contetido de gordura saturada
(HF).

Segundo Milanski et al. (2009), os acidos graxos saturados de cadeia
longa ativam predominantemente a sinalizagdo de receptores tipo toll 4 (TLR4),
que determinam ndo sé a indugdo da expressdo de citocinas locais, mas também
promovem o estresse do reticulo endoplasmatico. Assim, TLR4 atua como alvo
molecular predominante para os acidos graxos saturados no hipotalamo,
provocando a rede de sinalizagdo intracelular, que induz uma resposta
inflamatoria, como confirmado no presente estudo.

Por outro lado, o acimulo de lipideos no tecido adiposo e o aumento de
gordura corporal levam ao desenvolvimento de um processo inflamatério. Isto
pode ser iniciado por meio da produg¢do de citocinas pro-inflamatdrias e
quimiocinas pelos adip6citos, incluindo fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucina 6 (IL-6), leptina, resistina, proteina quimiotatica de monocitos
(MCP-1) e inibidor do ativador de plasminogénio - 1 (PAI-1).

Cani et al. (2007a) forneceram oligofrutose a camundongos obesos
induzidos pela dieta para que houvesse crescimento seletivo de bifidobactérias

por 14 semanas e identificaram que houve bloqueio do aumento nas citocinas
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inflamatorias IL-1, PAI-1, TNFa. Esses dados corroboram os do presente
estudo, pois, embora alguns grupos tratados com probidticos e/ou farinha de
yacon ndo tenham apresentado menor acimulo de tecido adiposo neste trabalho,
pode-se perceber reducdo do processo inflamatorio, indicado por IL-1B, em
todos eles.

O tratamento de camundongos obesos por indugdo de dieta rica em
gordura com prebidtico do tipo oligofrutose, por cinco semanas, melhorou a
distribui¢ao de proteinas relacionadas a fungdo de barreira intestinal (zonula
occludens (ZO-1) e occludin), bem como a redugdo de RNAm de marcador
inflamatorio IL-1 (EVERARD et al.,, 2011). Além disso, a preservacdo da
funcdo de barreira intestinal se relaciona positivamente com o tratamento com
prebiotico, pois este € capaz de estimular o aumento do nimero de células L do
epitélio intestinal que secretam peptideo semelhante ao glucagon 2 (GLP-2) que,
por sua vez, restaura a expressao de proteinas relacionadas a fungdo de barreira
intestinal. Dessa forma, ocorre redu¢do dos niveis de LPS plasmaticos e
consequente diminui¢do na ativagdo de vias envolvidas na sintese de citocinas
pro-inflamatorias (CANI; DELZENNE, 2009a).

Em alguns experimentos foi demonstrado que o mecanismo de liberacdo
de peptideos intestinais poderia ser diretamente dependente da produgdo de
AGCC, ap6s fermentagdo pela microbiota intestinal. Os autores propuseram que
o acetato pode desempenhar um papel crucial neste mecanismo. Curiosamente, a
modulacdo de AGCCs plasmaticos estava relacionada com alteragdes nos
peptideos intestinais que regulam o apetite, bem como com a reducdo de
marcadores inflamatorios em individuos resistentes a insulina (FREELAND;
WILSON; WOLEVER, 2010; FREELAND; WOLEVER, 2010).

Todavia, em estudo com humanos que foram submetidos a inje¢do de
lipopolissacarideo de Escherichia coli para causar estado inflamatorio, os

marcadores deste sistema, como TNFa, IL-6, interleucina 1 receptor antagonista
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(IL-1ra) e proteina C reativa (CRP), ndo foram afetados por tratamento com
probidtico Lactobacillus acidophilus (ANDREASEN et al., 2010).

Nova et al. (2011), ao trabalharem com adultos saudaveis que
consumiram diariamente trés comprimidos simbidticos que totalizavam a
ingestio de 2,4 x 10° UFC de microrganismos (Lactobacillus acidophilus, B.
animalis subsp. lactis, Lactobacillus delbrueckii subs. bulgaricus, Streptococcus
thermophilus e Lactbacillus paracasei subsp. paracasei e 1,4g de FOS), durante
seis semanas, ndo identificaram diferencas entre os grupos tratados com
simbidtico e placebo em relagdo aos niveis plasmaticos das proteinas
inflamatorias proteina C reativa e ceruloplasmina.

Além disso, Axling et al. (2012) ndo observaram redugdo nos niveis de
proteinas inflamatérias TNF-a ¢ MCP-1, em camundongos alimentados com
dieta rica em gordura, quando suplementaram Lactobacillus plantarum
isoladamente, por 22 semanas. Mas, quando este foi administrado em associagdo
ao cha verde com alto potencial antioxidante puderam constatar diminui¢ao na
concentragdo de tais proteinas inflamatorias.

Compostos fenolicos dietéticos tém sido relacionados a modulagdo do
processo inflamatdrio por reduzir a atividade do fator nuclear kappa B (NF-xB)
(GUO et al., 2008; HOLE et al., 2009; HOLE et al., 2012; SUR et al., 2008), que
¢ um fator de transcricdo envolvido na regulacdo de genes pro-inflamatdrios
(BHARTI; AGGARWAL, 2002; ESCARCEGA et al., 2007).

A farinha de yacon utilizada no ensaio in vivo, por sua vez, apresentou
expressiva atividade antioxidante, o que permite inferir que os compostos
fenolicos presentes na mesma poderiam ter auxiliado na diminuicdo do estresse
oxidativo, com consequente redugdo no nivel de IL-18.

Além disso, Everard et al. (2011) observaram que o tratamento de
camundongos obesos por inducdo de dieta rica em gordura com prebiodtico do

tipo oligofrutose reduziu o estresse oxidativo, com reducdo de cerca de 50% do
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teor de peroxido lipidico no tecido adiposo. Os autores ainda observaram que a
inflamagdo de baixo grau também foi diminuida pelo tratamento com prebiotico.
Esses dados suportam a ligagdo entre o estresse oxidativo e os disturbios

metabolicos decorrentes da obesidade.

Proteinas da via de sinalizacdo da insulina

Os niveis de receptor de insulina (IR) e substrato 1 de receptor de
insulina (IRS1), sinalizadores da via da insulina, obtidos a partir da analise de
amostras do figado de camundongos normais e obesos com ou sem tratamentos
com probidticos e/ou prebidticos, sdo apresentados nas Figuras 7 e 8,

respectivamente.
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Figura 7 Niveis de receptor de insulina ativado (P-IR) envolvido na sinalizacdo da via da
insulina em camundongos normais ¢ obesos, tratados ou ndao com probiodticos
e/ou prebidtico

Legenda: (-) ndo houve aplicagdo de insulina; (+) houve aplicagdo de insulina; CT -

controle ndo obeso; HF - controle obeso; L - AIN93-M com alto teor de gordura

saturada acrescida de iogurte probiotico (Lactobacillus acidophilus); B - AIN93-M com
alto teor de gordura saturada acrescida de iogurte probiotico (Bifidobacterium animalis);

L+B - AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida de iogurte probidtico

(Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis); L+Y - AIN93-M com alto teor

de gordura saturada acrescida de farinha de yacon e iogurte probidtico (Lactobacillus

acidophilus); B+Y - AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida de farinha de
yacon e iogurte probidtico (Bifidobacterium animalis); L+B+Y - AIN93-M com alto
teor de gordura saturada acrescida de farinha de yacon e iogurte probidtico

(Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis). *p-valor<0,05

A dieta rica em gordura, que estabelece o quadro de obesidade, impede a
transdugdo do sinal da via insulina, impedindo a fosforilagdo do receptor de
insulina (IR) no residuo tirosina, o que pode ser constatado na Figura 7, em que
os niveis de receptor de insulina ativado (IR-P) do grupo controle ndo obeso
positivo (CT+) se diferenciam do grupo com dieta rica em gordura positivo
(HF+), indicando que o modelo de obesidade com resisténcia a acdo da insulina

foi alcancado para os animais que receberam dieta rica em gordura saturada.
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Os grupos tratados com as dietas contendo iogurte probidtico com a
associacdo de Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis (L+B),
iogurte probidtico com Lactobacillus acidophilus e farinha de yacon (L+Y),
iogurte probidtico com Bifidobacterium animalis e farinha de yacon (B+Y) e
iogurte probidtico com a associagdo de Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium animalis e farinha de yacon (L+B+Y) apresentaram aumento
significativo (p<0,05) do receptor de insulina fosforilado (P-IR), em comparacgao
ao grupo controle obeso (HF), tratado com dieta rica em gordura.

Em relag@o ao substrato 1 de receptor de insulina (IRS1), os niveis deste
componente ativo (P-IRS1), ou seja fosforilado, apresentaram-se elevados de
maneira significativa (p<0,05) para os grupos tratados com dieta contendo
Lactobacillus acidophilus isoladamente (L), Bifidobacterium animalis (B)
isoladamente, Lactobacillus acidophilus ¢ Bifidobacterium animalis em
associagdo (L+B) e Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis e
farinha de yacon (L+B+Y), quando comparados ao grupo controle obeso (HF)

tratado com dieta rica em gorduras (Figura 8).
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Figura 8 Niveis de substrato 1 de receptor de insulina ativado (P-IRS1) envolvido na
sinalizagdo da via da insulina em camundongos normais e obesos tratados ou
ndo com probidticos e/ou prebiodtico

Legenda: (-) ndo houve aplicagdo de insulina; (+) houve aplicagdo de insulina; CT -

controle ndo obeso; HF - controle obeso; L - AIN93-M com alto teor de gordura

saturada acrescida de iogurte probiotico (Lactobacillus acidophilus); B - AIN93-M com
alto teor de gordura saturada acrescida de iogurte probiotico (Bifidobacterium animalis);

L+B - AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida de iogurte probidtico

(Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis); L+Y - AIN93-M com alto teor

de gordura saturada acrescida de farinha de yacon e iogurte probidtico (Lactobacillus

acidophilus); B+Y - AIN93-M com alto teor de gordura saturada acrescida de farinha de
yacon e iogurte probidtico (Bifidobacterium animalis); L+B+Y - AIN93-M com alto
teor de gordura saturada acrescida de farinha de yacon e iogurte probiodtico

(Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis). *p-valor<0,05

Esses dados indicam melhora na resisténcia a insulina e podem ser
relacionados aos resultados de glicemia de jejum deste mesmo estudo, em que o
grupo L+B+Y apresentou redugdo da glicemia apds o periodo de tratamento.
Portanto, o consumo L. acidophlius, B. animalis e farinha de yacon, de forma

associada, pode auxiliar na homeostase da glicemia.
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Além disso, o grupo L+B também apresentou elevacdo nos niveis de P-
IR e P-IRS1, comparado ao grupo controle obeso (HF) tratado com dieta rica em
gorduras, indicando melhoria na rota de sinalizagao da insulina.

Sabe-se que o acumulo de macréfagos no tecido adiposo leva a
producdo de citocinas pré-inflamatorias como o TNF-a, o qual diminui a
atividade de tirosina quinase do receptor de insulina e, portanto, pode conduzir a
resisténcia a insulina (HOTAMISLIGIL et al., 1996; WEISBERG et al., 2003).

Por outro lado, segundo alguns autores, a melhora do diabetes mellitus
tipo 2 e a sensibilidade a insulina podem ser alcangadas por um mecanismo
promotor da sintese e secregdo da incretina, peptideo semelhante ao glucagon 1
(GLP-1) (CANI et al., 2005a; CANI et al., 2006a; HABIB et al., 2011). Tem
sido demonstrado que GLP-1 tem importantes efeitos bioldgicos que incluem a
liberagdo de insulina, inibicdo de glucagon e somatostatina, bem como
manutencdo de células B pancreaticas, produtoras de insulina (RANGANATH,
2008).

O estudo de Habib et al. (2011) revelou o elevagao do contetido de GLP-
1 no ceco e aumento de tecido cecal em ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina e tratados com farinha de yacon. Esses achados podem ser uma
evidéncia do efeito trofico intestinal de produtos finais da fermentagdo de FOS
do yacon, como os AGCC, principalmente butirato, que serve como combustivel
para a mucosa intestinal.

Respondek et al. (2011), ao avaliarem o efeito da suplementagdo
dietética com frutoligossacarideos de cadeia curta em cavalos obesos (45
g/animal/dia), constataram aumento significativo na sensibilidade a insulina,
reducdo na resposta aguda da insulina a glicose e diminui¢do nos niveis de
insulina plasmatica de jejum, em comparagdo com os animais tratados com
maltodextrina. Todavia, n3o observaram efeito sobre as concentragdes

plasmaticas de glicose, triacilglicerdis e leptina. Esses mesmos tipos de respostas
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(glicemia de jejum e triacilglicerdis) foram obtidos no presente estudo para
alguns grupos tratados com probidticos e yacon (L+Y e B+Y), bem como para a
associa¢dao de L. acidophilus e B. animalis (L+B). Contudo, estes mostraram
melhora na fosforilagdo de ambos, IR e IRS1.

O consumo de prebidtico oligofrutose por 14 semanas melhorou a
tolerancia & glicose (insulina plasmatica) e a secre¢ao de insulina induzida por
glicose em camundongos obesos induzidos pela dieta (CANI et al., 2007a).

Adicionalmente, ha relatos de que o consumo de prebidticos potencializa
a absor¢do de Ca®" e Mg*" (LOBO et al., 2007), os quais estdo envolvidos com o
aumento da capacidade de liberacdo de insulina pelas células B-pancreaticas e o
Mg*, especificamente, tem o papel de cofator de enzimas responsaveis pela
fosforilacdo da glicose, para que esta possa ser metabolizada adequadamente
(CINTRA; ROPELLE; PAULI, 2011). Portanto, esses minerais poderiam estar
envolvidos com a melhora na sensibilidade a insulina nos animais obesos
tratados com farinha de yacon em associagdo aos iogurtes probioticos.

Chen et al. (2011) constataram melhora na sensibilidade a insulina por
elevacdo na taxa de infusdo de glicose e aumento de peso do pancreas em ratos
com sindrome metabodlica alimentados com dieta suplementada com
Bifidobacterium adolescentis.

A administragdo oral da cepa probiotica, Lactobacillus casei subsp.
Shirota, por cinco semanas, melhorou a resisténcia a insulina (teste de
tolerancia a insulina e teste oral de tolerancia a glicose), que € a causa subjacente
das anormalidades metabdlicas associadas a obesidade, em ratos obesos
induzidos pela dieta (NAITO et al., 2011).

Além disso, Moroti et al. (2012) constataram redugdo da glicemia de
jejum em individuos com diabetes mellitus tipo 2 que consumiram uma mistura
simbidtica contendo 10°* UFC.mL" de Lactobacillus acidophilus, 10° UFC.mL"

de Bifidobacterium bifidum e 2 g de oligofrutose, por 30 dias consecutivos.
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Essas informagdes reforcam o efeito do tratamento associado de L.
acidophilus e B. animalis, que foi capaz de elevar os niveis de P-IR, bem como o
efeito destes probidticos, isolados ou de forma conjunta, no aumento dos niveis
de P-IRS1.

Ademais, ¢ relatado que estados de hiperglicemia induzem a producao
de radicais livres que iniciam uma resposta inflamatdéria (CALDER et al., 2011).
Portanto, uma dieta contendo componentes com atividade antioxidante poderia
reduzir o estresse oxidativo, protegendo o figado de possiveis danos oxidativos
(VALENTOVA et al., 2006).

Yadav, Jain e Sinha (2007a) avaliaram o efeito antioxidante de dahi, um
produto lacteo fermentado tradicional na India, contendo Lactobacillus
acidophilus ¢ Lactobacillus casei, sobre a peroxidagdo lipidica no figado € no
pancreas de ratos alimentados com dieta rica em frutose e constataram reducao
de substancias reativas ao acido tiobarbiturico e aumento de glutationa reduzida
nestes orgdos, indicando o potencial antioxidante deste produto. Dessa forma, os
iogurtes contendo probidticos utilizados no presente estudo poderiam ter
auxiliado na prevengdo do estresse oxidativo.

Além disso, a farinha de yacon utilizada possui expressiva atividade
antioxidante, a qual, possivelmente, atuaria de forma a reduzir os danos
oxidativos a causados pelo aumento da glicemia em casos de resisténcia a
insulina.

Varios estudos mostram os efeitos de FOS e/ou e microrganismos
probioticos na melhoria da homeostase da glicemia por meio da afericdo de
glicemia de jejum, niveis de insulina plasmatica, taxa de infusdo de glicose, teste
oral de tolerancia a glicose, teste de tolerancia a insulina, afericdo de massa de
células beta pancreaticas e niveis de GLP-1, entre outros (ANDREASEN et al.,
2010; CANI et al., 2007a; CHEN et al., 2011; RESPONDEK et al., 2011;
HABIB et al., 2011; GENTA et al., 2009; MOROTI et al., 2012; NAITO et al.,
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2011). No entanto, sdo escassos trabalhos que identifiquem alteracdes na via de
sinalizagdo da insulina decorrentes da obesidade tratada com probidticos e/ou
prebidticos, quantificando os niveis de proteinas envolvidas neste processo.
Neste trabalho, conseguimos identificar o efeito da obesidade sobre a
reducdo na fosforilagdo de proteinas sinalizadoras da via de insulina como IR e
IRS1, bem como os resultados obtidos com os tratamentos com probioticos e/ou
prebidticos, melhorando a eficicia da rota de sinalizacdo para controle da

homeostase dos niveis glicémicos.
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6 CONCLUSOES

A farinha de yacon ndo apresentou alto rendimento, porém, foi
identificado elevado teor de fibra alimentar, principalmente de frutanos, bem
como expressivo conteudo de fenolicos totais e potencial antioxidante.

Os iogurtes probiodticos apresentaram viabilidade de quatorze dias,
mantendo-se até esse periodo com contagens na ordem de 10° UFC. g do
produto.

As dietas contendo farinha de yacon e iogurtes probidticos foram
consumidas em maior quantidade pelos grupos obesos do que dietas somente
com iogurtes probidticos, mas, mesmo assim, o grupo tratado com farinha de
yacon e iogurte probidtico contendo Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium animalis apresentou redugdo de peso em relagdo ao grupo
controle obeso.

Os animais obesos tratados com dieta composta por iogurte com
Bifidobacterium animalis e farinha de yacon apresentaram reducdo na
concentragdo plasmatica de triacilglicerdis, comparando-se os tempos antes e
apos tratamento. E todos os tratamentos com farinha de yacon associada aos
diferentes tipos de iogurtes probidticos em animais obesos foram mais eficazes
para prevenir a elevacdo da glicemia e triacilgliceridemia, bem como para evitar
o acumulo de tecido gorduroso, comparados aos grupos obesos tratados somente
com iogurtes probidticos, confirmando o efeito simbidtico benéfico desses
produtos.

Os tratamentos com iogurte contendo Lactobacillus acidophilus
associado ao yacon, bem como o iogurte com Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium animalis e farinha de yacon, demonstraram maior potencial em
evitar o acumulo de gordura em tecido adiposo epididimario, comparativamente

ao grupo controle obeso.
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A dieta rica em gorduras ofertada induziu o aumento de tecido
gorduroso, aumentou os niveis de proteina inflamatdria e diminuiu as proteinas
ativas (fosforiladas) de sinalizacdo da insulina, confirmando o estabelecimento
do estado de obesidade.

Todos os animais obesos, tratados com farinha de yacon e/ou iogurtes
contendo Lactobacillus acidophilus ¢ Bifidobacterium animalis, de forma
isolada ou concomitante, apresentaram reducdo nos niveis de proteina
inflamatoria IL-1B, comparados ao grupo controle obeso, que recebeu somente
dieta rica em gordura, indicando redugdo da resposta inflamatoria relacionada a
este parametro.

Os animais obesos que consumiram dieta contendo iogurte com
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis concomitantemente, bem
como dieta com iogurte com Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium
animalis e farinha de yacon apresentaram elevagdo na fosforilagdo do receptor
de insulina (IR) e do substrato 1 de receptor de insulina (IRS1), comparados ao
grupo controle obeso, que recebeu dieta rica em gordura, indicando melhoria na
via de sinalizagdo de insulina, a qual é prejudicada pelo estado inflamatorio

decorrente da obesidade.
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